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Problem lažno pozitivnih zadetkov in zadetkov z neugodnimi lastnostmi za razvoj do spojin 
vodnic, ki jih dobimo pri rešetanju visoke zmogljivosti, lahko omejimo z dobro pripravo 
knjižnic spojin. Kemijske knjižnice spojin lahko sestavlja več milijonov spojin, ki imajo 
želene lastnosti za nadaljnje testiranje. Vsaki kemikaliji lahko določimo lastnosti, kot so 
kemijska struktura, čistost, količina in fizikalno-kemijske lastnosti spojine in jih shranimo v 
nekakšni zbirki podatkov. Našo knjižnico, ki vsebuje 887 spojin, smo  pripravili s pomočjo 
virtualnega filtriranja v računalniškem programu KNIME iz kemikalij, ki jih že imamo na 
naši fakulteti.  
Cilj magistrske naloge je bil razvoj in optimizacija dveh metod visoke zmogljivosti za 
določanje topnosti in porazdelitvenega koeficienta, ki bi ju lahko uporabili na pripravljeni 
kemijski knjižnici. Za določanje topnosti smo uporabili metodo merjenja absorbance na 
mikrotitrski plošči in metodo HPLC. Na mikrotitrskih ploščah smo določali kinetično in 
termodinamsko topnost, ter preverili termodinamsko metodo še s pomočjo HPLC metode na 
reverznofazni C18 koloni. Za določanje porazdelitvenega koeficienta smo uporabili 
izokratsko metodo HPLC. Preizkušali smo tri različne kolone, različne mobilne faze in 
deleže organskega modifikatorja.  
V drugem delu smo metodi uporabili za določanje topnosti in porazdelitvenega koeficienta 
219 modelnim spojinam iz kemijske knjižnice, ki smo jo pripravili z izbranimi filtri v 
računalniškem programu KNIME. Metodo merjenja termodinamske topnosti smo sicer 
razvili, a žal ni dala dobrih rezultatov, saj so le ti slabo ponovljivi in imajo slabo korelacijo 
z rezultati HPLC metode. Pravtako nismo bili uspešni z metodo za določanje 
porazdelitvenega koeficienta, saj le ta ni primerna za uporabo na takšnem številu spojin. Za 
nadaljnje delo predlagamo še dodaten razvoj in optimizacijo HPLC metode za določanje 
logP. 
 





The problem of false positives and hits with unfavourable properties obtained in high-
throughput screening can be limited by good preparation of compound libraries. Chemical 
libraries can consist of up to a few million compounds that have the desired properties for 
further testing. Each compound can be characterized by properties such as chemical 
structure, purity, quantity and physicochemical properties of the compound. Our library, 
which contains 887 compounds, was prepared using virtual filtering in KNIME software 
from the chemicals on our faculty. 
The master's thesis aims to develop and optimize high-throughput methods for determining 
the solubility and partition coefficient that could be applied to our prepared chemical library. 
The microplate absorbance measurement method and the HPLC method were used to 
determine the solubility. We determined kinetic and thermodynamic solubility on 
microplates and then validated the thermodynamic method using the HPLC method on a 
reversed-phase C18 column. We used the isocratic HPLC method to determine the partition 
coefficient. We tested three different columns, different mobile phases and organic modifier 
proportions. 
Furthermore, these methods were used to determine the solubility and partition coefficient 
of 219 model compounds from the chemical library, which was prepared with selected filters 
in the KNIME software. The method of measuring thermodynamic solubility was developed 
but unfortunately it did not give good results, as these are poorly reproducible and had a poor 
correlation with the results of HPLC methods. The method for determining the partition 
coefficient was not suitable for use on such scale. The Master’s thesis outcomes represent 
starting points for further development and optimization of the logP HPLC method. 
 







ADME – absorpcija, porazdelitev, presnova in izločanje (angl. absorption, distribution, 
metabolism, elimination) 
ADMET - absorpcija, porazdelitev, presnova, izločanje in toksičnost (angl. absorption, 
distribution, metabolism, elimination, toxicity) 
As - Faktor simetrije (angl. symmetry factor) 
AUC – površina pod krivuljo (angl. area under the curve) 
CE - kapilarna elektroforeza (angl. capillary electrophoresis) 
CHI - kromatografski indeks hidrofobnosti (angl. chromatographic hydrophobicity index) 
CV - ciklična voltametrija (angl. cyclic voltammetry) 
DMSO – dimetil sulfoksid 
FBDD – odkrivanje učinkovin na osnovi fragmentov (angl. fragment based drug design) 
HPLC - tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high-performance liquid 
chromatography) 
HTS - rešetanje visoke zmogljivosti (angl. high- throughput screening) 
k' - retencijski faktor (kapacitivnostni faktor) 
LC - tekočinska kromatografija (angl. liquid chromatography)  
LogP – desetiški logaritem porazdelitvenega koeficienta 
MF – mobilna faza (angl. mobile phase) 
NMR - jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
OECD - Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (angl. Organisation for 
Economic Co-operation and Development) 
PBS – fosfatni pufer s soljo (angl. phosphate-buffered saline) 
PSA – polarna površina (angl. polar surface area) 
PT – potenciometrična titracija (angl. potentiometric titration) 
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SAR - določanje razmerja med strukturo in delovanjem (angl. Quantitative Structure-
Activity Relationship)   
SF - stacionarna faza (angl. stationary phase) 
SFM – metoda s stresanjem (angl. Shake flask method) 
TEA - trietilamin  
TFA – trifluoro-ocetna kislina 
TLC - tankoplastna kromatografija (angl. thin-layer chromatography) 
tR - retencijski čas 
UPLC – tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti (angl. ultra performance liquid 
chromatography) 
UV/VIS – ultravijolično/vidni spekter 













1  UVOD 
1.1 ODKRIVANJE UČINKOVIN NA OSNOVI FRAGMENTOV 
Odkrivanje učinkovin na osnovi fragmentov (angl. Fragment based drug design, FBDD) je 
ena od metod, s katero lahko pridemo do spojine vodnice na poti do zdravilne učinkovine. 
Spojina vodnica je spojina, ki ima želeno aktivnost na biološki tarči, merjeno z 
biokemijskimi analizami, vendar še vedno potrebuje nadaljnjo optimizacijo svojih 
kemijskih, fizikalnih in bioloških lastnosti, preden se lahko šteje za primernega kandidata za 
klinični razvoj (1). Delitev zdravilne učinkovine na manjše fragmente ali celo v posamezne 
funkcionalne skupine, kot so na primer karboksilati, amini, arilne skupine, že nekaj časa 
uporabljamo za poenostavitev računalniške analize vezave ligandov in, da dobimo ustrezne 
farmakoforne elemente, potrebne za vezavo na tarčno mesto z visoko afiniteto. Ti 
farmakoforni fragmenti so molekule majhnih velikosti in majhnih molekulskih mas (2,3).  
 
Fragmenti običajno sledijo pravilu števila 3, ki ima po zgledu pravil Lipinskega (pravilo 
števila 5) naslednje lastnosti: 
 Molekulska masa < 300 Da 
 Število donatorjev vodikovih vezi  ≤ 3 
 Število akceptorjev vodikove vezi ≤ 3 
 LogP ≤ 3 
 Število vrtljivih vezi ≤ 3 
 Polarna površina (PSA) ≤ 60 Å 2 (4) 
 
FBDD se je razvil kot alternativni postopek odkrivanja novih zdravilnih učinkovin, z idejo, 
da bi zbrali čim več informacij o spojinah, hkrati pa bi opravili manjšo količino dela. Daje 
nam možnost oblikovanja ustreznejših ligandov, saj za izhodišče izberemo manjše molekule 
z manj zapletenimi strukturami. Te manjše fragmente izberemo tako, da omogočajo 
nadaljnjo kemično obdelavo s povezovanjem ali spreminjanjem funkcionalnih skupin s 
ciljem povečati selektivnost vezave in optimizacijo absorpcije, porazdelitve, presnove in 
izločanja (angl. absorption, distribution, metabolism, elimination, ADME). Manjše 
molekule se lahko vežejo tudi v tista vezavna mesta, v katera se večje ne morejo. FBDD ima 
v zadnjem desetletju pomembno vlogo, saj je v mnogih primerih pomagal poenostaviti 
2 
 
zapleten postopek odkrivanja zdravilnih učinkovin od tarče do uporabe novega zdravila. Do 
leta 2015 je v kliničnih preskušanjih napredovalo skupno osemnajst kandidatov za zdravila, 
ki so jih odkrili s pomočjo FBDD (5). V letu 2015 so odkrili 27 vodnic, 28 v letu 2016, 30 v 
letu 2017 in v letu 2018 26 spojin vodnic. Skupno torej 129 (6). 
 
Glede na to, da se večina fragmentov veže na njihovo ciljno mesto z nizko afiniteto, 
predstavlja začetno odkrivanje zadetka v FBDD izziv, saj mora biti vsaka metoda presejanja 
dovolj občutljiva, da zazna tako šibke interakcije (3). Najpogostejše metode za rešetanje 
fragmentov so jedrska magnetna resonanca (angl. Nuclear magnetic resonance, NMR), 2D 
rešetanje na osnovi proteinov (angl. 2D (protein-based) Screening) in rentgenska 
kristalografija. Za zaznavanje vezave ligandov se običajno uporabljajo enodimenzionalni 1H 
NMR eksperimenti, kot so CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill), WaterLOGSY in STD 
(Saturation Transfer Difference Spectroscopy). Med njimi se najpogosteje uporablja STD-
NMR, saj je robustna metoda in osredotočena na signale liganda, ne da bi morali najprej 
obdelati NMR informacije o receptorju in potrebujemo le majhne količine makromolekul. 
Izkorišča dejstvo, da protoni v vezanem stanju ligandu postanejo del večjega protonskega 
omrežja. Saturacijo ligandov na proteine merimo na prostem ligandu in ne vezanem. Številni 
dejavniki, kot so razmerje med ligandom in beljakovinami, absolutna koncentracija 
proteinov, aminokislinska sestava vezavnega mesta in fleksibilnost liganda prispevajo k 
občutljivosti STD-NMR poskusa. Pogosto je potrebna kompetitivna vezava, da se odpravi 
lažno pozitiven vpliv zaradi precipitacije ali denaturacije beljakovin zaradi visoke 
koncentracije liganda. Informacije o mestih vezave fragmentov, zasedenosti in afiniteti 
vezave je mogoče določiti s kompetitivnim premikom liganda z znanim načinom vezave. 
NMR tehnike na osnovi proteinov so boljše od tehnik, ki temeljijo na ligandih, vendar so 
veliko manj uporabne, ker mora biti protein 15N ali 13C izotopsko označen, kar pa je 
povezano z višjimi stroški in dolgotrajnejšo pripravo. Uporaba rentgenske kristalografije pri 
FBDD je v zadnjih petnajstih letih postala bolj razširjena. Kristalna struktura proteina s 
kokristaliziranim ligandom zagotavlja preverjene informacije o zadetku fragmenta in 
strukturni vezavi v enem koraku. Rentgenska kristalografija se opravi pri FBDD z 
namakanjem in kokristalizacijo ligandov s proteini. Kadar proteine tvorijo robustni kristali 
z dodanim substratom ali inhibitorjem, lahko fragmente ocenimo glede njihove sposobnosti 
izpodrivanja znanega liganda, ki se ob namakanju kokristalizira z želenimi proteini. Ostale 
biokemijske in biofizikalne metode pri FBDD so biokemijsko rešetanje, površinska 
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plazmonska resonanca, določanje razmerja med strukturo in delovanjem (angl. Structure-
Activity Relationship, SAR) z masno spektrometrijo in virtualno rešetanje (5, 7). Primerne 
so za zaznavanje vezave fragmentov, saj so mnoge od njih dovolj občutljive, robustne in 
zmogljive. Podobno kot pri bioloških testih, zahteva odkrivanje interakcij z nizko afiniteto s 
pomočjo biofizikalnih tehnik uporabo visokih koncentracij fragmentov, zaradi česar morajo 
biti fragmenti dobro topni v vodi (8). Za pridobivanje 3D strukturnih podatkov uporabljamo 
NMR in rentgensko kristalografijo. Metodi razvijalcem omogočata vizualno predstavitev, 
kako se vsak fragment veže v vezavno mesto in sta lahko uporabni tudi pri prepoznavanju 
posameznih vezavnih mest (1). 
FBDD HTS lahko primerjamo s klasičnim rešetanjem visoke zmogljivosti (angl. high-
throughput screening, HTS), ki se uporablja zadnjih 20 let. S HTS metodo, ki je 
avtomatiziran postopek lahko pregledamo knjižnice z do milijon spojin z molekulsko maso 
okoli 500 Da. Nasprotno pa lahko v zgodnji fazi FBDD pregledamo knjižnice z nekaj tisoč 
spojinami z molekulsko maso okoli 200 in s tem pokrijemo podoben kemijski prostor (9). 
Prednosti presejanja knjižnic na osnovi fragmentov z nizko molekulsko maso pred 
tradicionalnimi kemijskimi knjižnicami z višjo molekularno maso je več. Te so: 
 več hidrofilnih zadetkov, pri katerih je bolj verjetno, da vodikove vezi prispevajo k 
afiniteti. Na splošno je veliko lažje kasneje povečati afiniteto z dodajanjem 
hidrofobnih skupin, kot pa če začnemo s hidrofobno molekulo, saj končni 
optimizirani ligand ne sme biti preveč hidrofoben (logP <5), 
 zadetki z nizko molekulsko maso, ki jo pri optimizaciji do vodnice lahko povečujemo 
(MW <500), 
 ker je mogoče dva do tri fragmente združiti, da tvorijo optimiziran ligand, je 
presejanje knjižnice fragmentov N spojin enakovredno presejanju spojin N2 - N3 v 
tradicionalni knjižnici, pri čemer se afinitete ne seštevajo, temveč pride do njihove 
sinergije, 
 manj verjetno je, da fragmenti vsebujejo skupine, ki sterično ovirajo sicer ugodno 





1.2 KNJIŽNICE SPOJIN  
V 21. stoletju je potreba po novih zdravilnih učinkovinah vedno večja, zato farmacevtska 
industrija išče vedno nove, boljše, hitrejše in cenejše načine za odkrivanje novih učinkovin. 
V preteklosti je bila večina odkritih spojin vodnic naravnega izvora. V začetku 19. stoletja 
so učinkovine rastlinskega izvora pripomogle k napredku farmakologije in razvoja zdravil. 
Danes pa raziskovalci uporabljajo nove naprednejše tehnologije, ki zagotavljajo ekonomično 
pot do novih zdravilnih učinkovin. Farmacevtski kemiki sintetizirajo knjižnice strukturno 
različnih novih spojin z želenimi lastnostmi. Novo odkriti spojini lahko spremenijo 
strukturo, da dosežejo določene lastnosti molekule (11). 
Kemijske knjižnice spojin lahko sestavlja celo do 1.000.000 spojin, ki se uporabljajo v HTS 
rešetanju. Običajno jih pripravimo glede na želene lastnosti. Na primer, nekateri primeri 
zahtevajo kovalentno vezavo na sulfhidrilno skupino proteinske tarče, kar zahteva vključitev 
ustrezne funkcionalne skupine. Farmacevtska podjetja in akademske skupine so razvile 
računalniške metode, da bi vnaprej pregledale knjižnice fragmentov in izbrale spojine za 
nadaljnji študij in obravnavo. Po prvotnem odkritju šibko biološko aktivnih ali celo 
neaktivnih zadetkov iz FBDD je izziv za farmacevtskega kemika, da ustvari spojino vodnico, 
primerno za razvoj v klinično ustrezno učinkovino (5). Knjižnice spojin, v katerih imamo 
potencialno uporabne spojine, so lahko stvarne (dostopne molekule) ali virtualne (12). Glede 
na namen pa poznamo splošne ali ciljane knjižnice spojin. Splošne so namenjene rešetanju 
na različnih tarčah in zajemajo najbolj raznolike spojine glede na njihove fizikalno-kemijske 
značilnosti. Temeljijo na konceptu, da so spojine čim bolj raznolike, saj se strukturna 
raznolikost odraža tudi v biološki in so posledično takšne knjižnice najbolj primerne za 
nadaljnje odkrivanje zdravilnih učinkovin. Ciljane ali tarčno usmerjene knjižnice so 
namenjene družinam sorodnih tarč ali celo točno določeni specifični tarči (13,14).  
Mi smo za potrebe magistrske naloge pripravili svojo knjižnico spojin iz zbirke vseh 
kemikalij, ki so že na Katedri za farmacevtsko kemijo s pomočjo programa KNIME. KNIME 
je brezplačna programska oprema, ki omogoča obdelavo ogromne količine podatkov in je 
kratica za: KoNstanz Information MinEr. Uporabili ga bomo pri tvorbi shem z vozlišči, s 
pomočjo katerih bomo dobili spojine z želenimi lastnostmi. Razvili so ga v Zürichu na 
Univerzi v Konstanzu, na katedri za bioinformatiko in rudarjenje informacij (15).  
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1.3 PORAZDELITVENI KOEFICIENT 
Lipofilnost, ki je navadno izražena z logaritmom koeficienta porazdelitve n-oktanol/voda 
(logP), je pomembna fizikalno-kemijska lastnost, ki nam je lahko v pomoč pri 
napovedovanju absorpcije, porazdelitve, presnove, izločanja in toksičnosti spojin (angl. 
absorption, distribution, metabolism, elimination, toxicity, ADMET). Običajno ga 
uporabljamo pri ugotavljanju kvantitativnega razmerja med strukturo in delovanjem (angl. 
Quantitative Structure-Activity Relationship, QSAR). Takšno iskanje povezav med 
strukturo spojine in njenim delovanjem v organizmu ter kvantifikacijo teh povezav nam 
omogoča napovedovanje učinkov neke spojine na osnovi njene kemijske zgradbe. 
Poznavanje teh povezav je pomembno pri načrtovanju novih zdravilnih učinkovin, zato 
potrebujemo zanesljive metode za določitev logP (16, 17). 
Razvita sta dva načina, in sicer lahko logP izračunamo ali pa ga določimo eksperimentalno. 
Eksperimentalne metode delimo na neposredne (klasične) in posredne (separacijske in 
elektroanalitske), kar je razvidno iz spodnje slike (slika 1). 
 
1.3.1 KLASIČNE METODE 
Pri neposrednih metodah koeficient porazdelitve n-oktanol/voda dobimo neposredno iz 
koncentracijskega razmerja spojine, ki se porazdeli med fazi n-oktanola in vode v 
ravnotežju. Takšne metode so na primer metode s stresanjem (angl. shake flask method, 




SFM), s filtriranjem in s počasnim mešanjem. Najstarejša in najbolj znana metoda merjenja 
lipofilnosti je metoda SFM, ki temelji na tekočinski ekstrakciji s sistemom n-oktanol/voda. 
Analizirano snov raztopimo v dveh bučkah, prvo napolnimo z vodno pufrsko raztopino, 
drugo pa z organskim topilom (n-oktanol). Te raztopine nato združimo in stresamo, da 
dosežemo ravnotežje topljenca med vodno in organska fazo in izmerimo koncentracijo 
spojine v fazah. Zaradi preprostosti se SFM priporoča kot referenčni postopek za druge 
metode, vendar je zanesljivo merjenje lipofilnosti s to metodo mogoče doseči le v območju 
logP od -3 do 4. Poleg tega je postopek dolgotrajen in zahteva razmeroma velike količine 
topljenca, hkrati pa obstaja možnost nastanka stabilnih emulzij. V želji, da bi imeli metodo, 
pri kateri potrebujemo manjše volumne je prišlo do razvoja visokozmogljive metode pri 
kateri so volumni manjši od 1 mL na mikrotitrski plošči s 96 luknjicami. Tako je metoda 
lahko povezana z občutljivo tehniko zaznavanja, kot je masna spektrometrija (MS). Največje 
prednosti so hitrost, velika prilagodljivost, uporaba majhne količine raztopin, razširjen 
razpon izmerjenih logP in potencial za popolno avtomatizacijo. Vendar pa ne izključuje 
težav z emulzijo (18). 
1.3.2 SEPARACIJSKE IN ELEKTROANALITSKE METODE 
Danes so klasične metode določanja lipofilnosti skoraj v celoti nadomestile posredne 
metode. Kromatografija in druge tehnike zagotavljajo merjenje večjega obsega lipofilnosti 
med hitro analizo, pri kateri nečistoče običajno ne vplivajo na meritve. Posredne metode se 
delijo na kromatografske, elektroseparacijske in elektroanalitske. Med kromatografskimi 
metodami se uporabljata tankoplastna (TLC) in tekočinska kromatografija (LC). 
Elektroseparacijske delimo na kapilarno elektroforezo (angl. capillary electrophoresis, CE) 
in elektrokinetične kromatografske metode, elektroanalitske pa delimo na potenciometrične 
titracije (angl. potentiometric titration, PT) in na ciklično voltametrijo (angl. cyclic 
voltammetry, CV) (18). 
1.3.2.1 Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (TLC) je kromatografska tehnika, ki se uporablja za ločevanje 
nehlapnih zmesi. Prilagodljivost TLC metode lahko ponudi veliko novih možnosti za 
ocenjevanje lipofilnega značaja. Najpogosteje se uporablja ploščica prevlečena s tanko 
plastjo silicijevega ali aluminijevega derivata in polarno tekočo mobilno fazo (MF). 
Zadrževanje analitov se spreminja med spreminjanjem vsebnosti organskega topila v MF, 
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odvisno pa je tudi od stacionarne faze, površine, vrste in gostote prostih aktivnih centrov na 
enoto površine sorbenta in energije medmolekulskih interakcij med molekulo in stacionarno 
fazo. Reverzno fazna TLC je enostavna za izvedbo in hitra. Zahteva majhno količino vzorcev 
in omogoča analizo več spojin hkrati. Ta je primerna za raziskovanje spojin z nizko topnostjo 
v vodi (logP > 4) (18).  
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je eden najpogosteje uporabljenih 
postopkov v študijah lipofilnosti. Ima številne prednosti, kot so hitrost, ponovljivost, 
robustnost, enostavna uporabe, dobra selektivnost, neobčutljivost na nečistoče ali razgradne 
produkte, neodvisnost meritev od nizke topnosti spojine, širok dinamični razpon in potreba 
po majhnih volumnih vzorcev (19). Metoda temelji na dinamičnem porazdelitvi spojine med 
dve ne mešajoči se tekoči fazi. Porazdelitev spojine med stacionarno in mobilno fazo je 
neposredno povezana s kromatografskim retencijskim časom (tR). Spojina, ki tvori močnejše 
interakcije s stacionarno fazo, se bo dlje časa zadržala na koloni in imela posledično daljši 
retencijski čas. Retencijski oziroma kapacitivni faktor (k) predstavlja razmerje med časom 
zadrževanja na stacionarni fazi in v mobilni fazi. Danes se najpogosteje uporablja 
reverznofazna tekočinska kromatografija. Ima veliko prednosti, ki so že naštete zgoraj, 
vendar pa ima tudi nekatere omejitve. Te vključujejo neustrezno modeliranje sistema n-
oktanol/voda za strukturno različne spojine, možne interakcije spojin s površino stacionarne 
faze (SF),  časovno potratne izokratske meritve v nekaterih primerih, omejen pH razpon za 
večino SF med 2 in 7,5 (20,21). 
Najpogosteje so v uporabi štiri različne metode za določanje logP s HPLC in sicer, 
izokratska, gradientna, CHI metoda in metoda internega standarda.  
 
 IZOKRATSKA METODA ZA DOLOČANJE logP 
Pri izokratski metodi izvedemo 4-5 meritev logk pri različnih deležih organskega 
modifikatorja, za kar so potrebni predhodni eksperimenti. Ker je postopek časovno potraten, 
je primeren za manjše število spojin. Dobljene rezultate je potrebno ekstrapolirati do iste 
sestave MF, običajno do čiste vodne faze (logkw). Najpogosteje uporabljena enačba za 
takšno ekstrapolacijo je Snyder-Soczewinski-jeva enačba. Čeprav to razmerje ni linearno v 
celotnem območju koncentracije organskega modifikatorja, je dober približek znotraj meje 
0,5 <logk <1,5. Logkw velja za najbolj reprezentativen indeks lipofilnosti, saj je njegova 
vrednost enakega reda kot logP ali logD. Oba izokratska retencijska faktorja (logk ali logkw) 
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sta neposredno povezana s porazdelitvijo n-oktanol/voda (logP) prek Collanderjeve enačbe 
(enačba 1): kjer sta a in b koeficienta linearne regresije, ki ju določimo z analizo 
kalibracijskega seta spojin (18). 
logP = a · logkw + b  (1) 
 
 GRADIENTNA METODA ZA DOLOČANJE logP 
Pri gradientni metodi uporabimo 2 različno dolgi metodi. Iz dobljenih retencijskih faktorjev 
nato izračunamo logkw in si pri tem pomagamo z ustrezno programsko opremo, npr.: 
DryLab, Chromsword, ACD/LC simulator, Osiris, Mass Hunter Acquisition B.04 software. 
Iz dobljenih vrednosti izračunamo logP po Collanderjevi enačbi (enačba 1). 
 
 CHI METODA ZA DOLOČANJE logP 
Kromatografski indeks hidrofobnosti (angl. chromatographic hydrophobicity index, CHI), 
se uporablja za določanje fizikalno-kemijskih lastnosti. Indeks dobimo iz retencijskih časov 
(tR), iz hitre reverznofazne gradientne metode HPLC na koloni C18, pri treh vrednostih pH 
− 2, 7,4 in 10,5. Najprej določimo retencijske čase za kalibracijski set spojin z znanim CHI 
indeksom, nato pa naredimo umeritveno premico, s katero lahko določamo CHI indeks 
neznanim spojinam. Za večino spojin je CHI med 0 in 100 in predstavlja volumski odstotek 
acetonitrila, ki je potreben zato, da dosežemo enakomerno porazdelitev spojine med mobilno 
in stacionarno fazo.  
Eksperimentalni indeks hidrofobnosti daje sprejemljivo korelacijo z izračunanimi 
vrednostmi logP in ima prednosti vseh kromatografskih metod, te so avtomatizacija, 
potrebujemo majhno količino vzorca, nečistoče pa ne motijo meritve. Metoda je visoko 
zmogljiva in najhitrejša izmed vseh, saj je potrebna le ena gradientna meritev (22). LogP se 
izračuna z naslednjo enačbo (enačba 2). 
LogPoct = 0,054 CHIACN + 1,319 · A – 1,877 (2) 
 
CHI vrednost pretvorimo v logD vrednost s spodnjo enačbo (enačba 3) 
 








 METODA INTERNEGA STANDARDA ZA DOLOČANJE logP 
 
Pri kromatografiji se interni standardi uporabljajo za določanje koncentracije drugih analitov 
z izračunom faktorja odziva. Izbrani interni standard mora biti stabilen in ne sme reagirati z 
vzorcem. Kot interni standard se pogosteje uporablja trifenilen in toluen, ki sta enostavna za 
detekcijo pri 260 nm (23). 
LogP so izračunali po spodnji enačbi (enačba 4): 
 
logP= ((logPtol – logPtrif) · tneznan + ttol · logPtrif – ttrif · logPtol)/(ttol - ttrif)        (4) 
 
Zavedati se moramo, da je lahko vrednost logP zavajajoča, če pride do ionizacije analita. 
Navidezni pH se tako razlikuje od dejanskega. Ko se spremeni koncentracija organskega 
topila, se spreminjata tudi pH in pKa. Da bi se izognili tem težavam logP merimo pod pogoji, 
ki zavirajo ionizacijo. Pri izračunu se uporabljajo spodnje enačbe (enačba 5) za kisline in 
(enačba 6) za baze: 
log D = log (P · 10pKa + Pi · 10pH ) – log (10pKa +10pH )   (5) 
 
log D = log (P · 10pH + Pi · 10pKb) – log (10pKb + 10pH)  (6) 
kjer je P porazdelitveni koeficient za nevtralne molekule, Pi je porazdelitveni koeficient za 
ione, Ka je ravnotežna konstanta za kisline, Kb je ravnotežna konstanta za baze in H 
predstavlja koncentracijo vodikovih ionov (23).  
Novejše kolone so zasnovane tako, da zmorejo oponašati sistem n-oktanol/voda ali biološke 
membrane in omogočajo delo v širokem območju pH med 1 in 12. Poleg tega lahko danes 
uporabljamo krajše kolone z manjšim notranjim premerom in manjšimi delci in zaradi boljše 
ločljivosti in učinkovitosti tako skrajšamo čas poskusov, stroške in porabo organskih topil. 
Vsaka kolona ima drugačno kombinacijo hidrofobnosti, silanolne aktivnosti, hidrolitske 
stabilnosti in kemične interakcije z analiti. Omeniti je potrebno še druge parametre 
stacionarnih faz, ki lahko vplivajo na kromatografijo. To so hidrofobnost, sterični vplivi, 
vodikove vezi, interakcije s stacionarno fazo, pH območje in geometrija kolone ter 
temperatura kolone (17). V zadnjih dvajsetih letih se na tržišču pojavljajo nekatere izboljšave 
stacionarnih faz s silikagelom, pri katerih so morebitne proste silanolne skupine dodatno 
derivatizirane s kratkimi alkilnimi skupinami (angl. end-capping), pogosto s trimetilsililno 
skupino. Take kolone imajo višjo stopnjo silanizacije, zato so bolj primerne za analizo 
spojin, ki tvorijo s silanolnimi skupinami močne vodikove vezi in za ionizirane spojine. 
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Druga možnost za zmanjšanje učinka prostih silanolnih skupin je vezava polarne skupine 
(amid, karbamat, eter, sulfonamid ali amonij) na koncu alkilnih verig. Kljub prednostim pa 
se lahko pojavijo težave z dolgoročno nestabilnostjo kolon (18).  
Detektorje izberemo glede na kemijsko strukturo analitov, dostopnost, ceno in 
kompatibilnost z našim HPLC sistemom. Želimo si, da bi bili detektorji visoko selektivni in 
občutljivi, da bi omogočali linearnost v širokem območju, bi bili relativno poceni, enostavni 
za uporabo in zanesljivi. Pogostejši detektorji, ki jih uporabljamo pri HPLC analizi, so 
UV/VIS detektorji, detektorji s fotodiodnim nizom (angl. Photo Diode Array, PDA), masni 
(MS), konduktivni (CD), fluorescenčni (FL), kemiluminiscenčni (CL), optični rotacijski 
(OR) in eletrokemijski detektorji (EC) (24). V sistemu HPLC je detektor odgovoren za 
pretvorbo fizikalne ali kemijske lastnosti v merljiv signal. Rezultat analize je kromatogram, 
kjer spremljamo odziv detektorja s časom. Zaznavanje analitov običajno temelji na 
absorbanci, zaradi česa so detektorji občutljivi na koncentracijo. Detektor z diodnim nizom 
(Photodiode array detektor), ki ga ima tudi naša naprava na fakulteti za farmacijo nam s 
pomočjo fotodiodnih nizov v vsaki časovni točki izmeri absorbanco za vse na aparaturi 
nastavljene valovne dolžine (25, 26). 
1.3.2.2 Elektroseparacijske metode 
Tehnike elektrosparacije, ki se uporabljajo za določanje lipofilnosti, temeljijo na CE. Pri tej 
metodi analiti potujejo skozi pufer z določenim pH pod vplivom električnega polja. Do 
njihove ločbe pride zaradi razlik v ionski mobilnosti in/ali porazdelitvi med faze preko 
nekovalentnih interakcij. Uporaba CE ima nekaj prednosti, kot so majhna poraba spojin in 
topil, hitrost in avtomatizacija. V mnogih primerih se CE uporablja kot alternativa HPLC 
zaradi dobre ločbe spojin. Zato ima CE še vedno pomembno vlogo pri ločevanju molekul 
srednje velikosti (npr. peptidi, oligosaharidi in oligonukleotidi), pa tudi pri analizi 
makromolekul, kot so polisaharidi, nukleinske kisline in sintetični polielektroliti (18). 
1.3.2.3 Elektroanalitske metode 
Razvite so bile tudi številne elektroanalitske metode, vendar so najpogosteje izbrane metode 
za oceno lipofilnosti potenciometrične in voltametrične metode. Potenciometrične metode 
so uporabljene v različnih vejah znanosti in industrije. Določanje lipofilnega profila spojine 
neposredno iz kislinsko-bazične titracije je hitro, vendar je treba poznati kislinsko konstanto 
disociacije (pKa) preizkušenih spojin v primeru uporabe katere od teh metod. 
Potenciometrične metode so dobra alternativa SFM, zlasti v primeru kislih ali bazičnih 
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spojin. Poleg tega uporaba teh metod omogoča določitev logP v območju od -1 do 8. Na 
žalost pa potrebujejo relativno veliko količino vzorca. Za posredno določanje lipofilnosti 
organskih soli se uporablja ciklična voltametrija. Tipičen sistem je sestavljen iz štiri-
elektrodnega potenciostata, vodne faze in nitrobenzena ali 1,2-dikloroetana kot organske 
faze. V nasprotju s SFM koeficient porazdelitve, določen s CV, ni odvisen od 
eksperimentalnih pogojev. Poleg tega uporaba te tehnike omogoča oceno zelo nizkih 
vrednosti logP od -8 do 1. Glavne pomanjkljivosti pa so omejeno število sistemov topil, ki 
jih je mogoče uporabiti za določanje lipofilnosti, ter večje količine potrebnega vzorca (10 
mg) (18). 
Lastnosti posameznih metod so povzete v spodnji preglednici (preglednica Ⅰ), na podlagi 
katerih smo si mi za magistrsko nalogo izbrali tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti, 
ker smo želeli razviti najboljšo metodo, ki bo visoko zmogljiva in primerna za analizo 
celotne kemijske knjižnice.  
 




METODA SFM PT TLC HPLC CE CV 
MERITEV direktna direktna indirektna indirektna indirektna indirektna 
LogP 
OBMOČJE 
-3 - 4 -1 - 8 4 < logP -3 - 8 0 - 5 -8 - 1 
KOLIČINA 
VZORCA 









PH OBMOČJE 2 - 11 1,8 - 12,2 2 - 11 1-12 2 - 12 0 - 14 




60 min 30min 
































Topnost je lastnost trdne, tekoče ali plinaste snovi, imenovane topljenec, da se raztopi v 
trdnem, tekočem ali plinastem topilu. V glavnem je odvisna od fizikalnih in kemijskih 
lastnosti topila in topljenca, pa tudi od temperature, tlaka in prisotnosti drugih snovi, 
vključno s spremembami pH. Obseg topnosti snovi v določenem topilu se meri kot 
koncentracija nasičenosti, pri čemer dodajanje več topljenca ne poveča koncentracije 
raztopine in se začne obarjati presežna količina topljenca. Topnost v vodi je ključna 
fizikalno-kemijska lastnost pri razvoju zdravilne učinkovine (27). Splošno gledano je to 
preprost parameter za merjenje, vendar sta njegov pomen in koncept uporabe pri različnih 
raziskovalcih, ki odkrivajo in razvijajo učinkovine, pogosto različna, kar je lahko vir 
nesporazumov in polemik. Topnost se običajno izrazi kot logS, kjer je S koncentracija 
nasičenih raztopin v enoti mol/L v ravnovesju s trdno snovjo pri določenih pogojih, kot je 
fiziološki pH pri sobni temperaturi. Tipične vrednosti logS vodnic ležijo v območju od -7 do 
-3. Pri odkritju nove spojine slaba topnost v pufru oteži določitev razmerja SAR (28). 
V zgodnjih fazah odkrivanja zdravil lahko spojine, ki so slabo topne in lipofilne, povzročajo 
številne težave, ki ovirajo različne procese ali dajejo zavajajoče rezultate. Slabo topne 
spojine lahko ovirajo avtomatizacijo in rezultate tehnik visoke zmogljivosti, zaradi odpovedi 
sistema ali navzkrižne kontaminacije. V nasprotnem primeru spojina morda ni dovolj topna, 
da bi lahko vzdrževali osnovno raztopino v ustrezni koncentraciji. Visoko lipofilne spojine 
se lahko prilepijo na plastične plošče, ki jih potrebujemo pri testiranju s čimer se spremeni 
oziroma zmanjša koncentracija v luknjici ali pa lahko tvorijo agregate, ki so običajno viri 
lažno pozitivnih rezultatov. Nujno je, da smo pri delu pozorni in iščemo znake nizke 
topnosti. Lažno negativni rezultati se lahko pojavijo, kadar imamo nezadostno topnost že pri 
najbolj koncentriranem vzorcu, saj to pomeni, da bo v razredčenih vzorcih spojine zelo malo. 
Poleg tega lahko lipofilne spojine nespecifično inhibirajo ciljne proteine ali se vežejo na 
druge reagente. Takšne pomanjkljivosti se kažejo v nagnjenosti, da več lipofilnih spojin kaže 
aktivnost proti več različnim proteinom. Pomanjkljivosti so danes dobro dokumentirane in 
raziskovalci razvijajo metode, ki lahko napovedo takšno vedenje spojin (29). 
Topnost običajno določimo z enim od dveh pristopov: s termodinamsko ali kinetično metodo 
(slika 2). Termodinamska topnost se nanaša na tradicionalno metodo, pri kateri pomerimo 
koncentracijo analita, ko je doseženo ravnotežje. Kinetično topnost določimo s pripravo 
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koncentrirane osnovne raztopine, ki jo redčimo do želene koncentracije. V obeh primerih je 
topnost po filtraciji mogoče določiti s HPLC-UV metodo.  
 
Slika 2: Delitev metod za določanje topnosti (30). 
 
Termodinamsko ali ravnotežno topnost določimo z dodajanjem presežka spojine v pufer ali 
ustrezni medij, tako da mešamo, dokler ne dosežemo ravnotežne koncentracije učinkovine 
(običajno je potrebnih 24–72 ur) in nato filtriramo odvečne trdne delce iz suspenzije pred 
meritvijo. Koncentracijo spojine v raztopini po filtraciji ali centrifugiranju določimo 
spektrofotometrično. Termodinamska topnost predstavlja topnost spojine v ravnotežju s 
presežkom neraztopljene spojine. Pogosto se obravnava kot prava topnost in se v razvoju 
uporablja kot zlati standard. Vendar te vrednosti niso absolutna števila in so, kot kinetične 
vrednosti, odvisni od več lastnosti spojin in eksperimentalnih dejavnikov (30).  
V zgodnjih fazah odkrivanja zdravil z večino uporabljenih metod merimo kinetično topnost, 
saj so uporabne med celotnim postopkom odkrivanja. Za potrebe določanja kinetične 
topnosti so spojine pogosto v raztopini dimetil sulfoksida (angl. dimethyl sulfoxide, DMSO). 
Te metode lahko razdelimo v tri razrede: metode na osnovi filtriranja ali centrifugiranja, 
nefelometrične ali turbidimetrične in potenciometrične metode. Pri metodah, ki temeljijo na 
filtraciji in centrifugiranju, dodamo osnovno raztopino v DMSO topilu in oborino, ki se 
pojavi po določenem času inkubacije, odstranimo s filtracijo ali centrifugiranjem (31, 32). 
Kinetično topnost določimo s pripravo koncentrirane osnovne raztopine (npr. 50 mM) v 
organskem topilu (npr. DMSO), nato pa raztopino redčimo s pufrom (npr. PBS (angl. 
phosphate-buffered saline)) do želene koncentracije, dokler ni dosežena meja topnosti, ki jo 
lahko določimo optično. Če imamo vzorce raztopljene v DMSO, nam ta lahko spremeni 
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topnost, ker deluje kot sotopilo, saj spremeni dielektrično konstanto, zato bi morala biti 
njegova koncentracija v končni raztopini pod 1 %. Tudi druga topila kot sta etanol in 
dimetoksietan vplivajo na topnost, zato je vedno potrebno navesti uporabljeno topilo in 
njegovo koncentracijo v končni raztopini. Za testiranje kinetične topnosti se pri odkrivanju 
zdravil najpogosteje uporabljajo nefelometrične metode. V vdolbinico na plošči, ki ima 96 
vdolbinic, dodamo majhen volumen osnovne raztopine spojine, raztopljen v topilu DMSO. 
Nastalo raztopino zmešamo in redčimo skozi več vdolbinic na plošči. Ploščo nato namestimo 
v čitalnik plošč, kjer laser osvetli vsako vdolbinico. Oborjeni delci spojine razpršijo svetlobo, 
kar zazna čitalec (UV ali neposredni detektor sipanja svetlobe). Prednosti nefelometrije so 
možnost avtomatizacije in neobčutljivost na nečistoče. V industriji raje uporabljajo kinetično 
topnost, saj veliko hitreje dobijo rezultate meritev, vendar pa se moramo zavedati, da so 
rezultati termodinamskih meritev natančnejši. Pri razvoju testa topnosti je bistvenega 
pomena natančnost UV bralnika. Najprej je potrebno določiti nivo šuma optičnega sistema 
oziroma ozadje. To je mogoče narediti tako, da se določi povprečje standardnega odklona 
absorbance pri določeni valovni dolžini v slepih vzorčkih, ki vsebujejo DMSO in v pufru, 
saj le-tega uporabimo tudi pri pripravi vzorčkov spojin (31, 32, 33). Potenciometrični 
pristopi so v zadnjih letih postali zmogljivejši in so uporabni predvsem za določitev profila 
odvisnosti topnosti od pH. Spojino dodamo v raztopino in jo raztopimo s pomočjo 
prilagoditve pH, ki jo pretvori v ionizirano (bolj topno) obliko. Raztopini merimo električni 
potencial, ki se spreminja s spremembo pH vrednosti. Tako se topnost določi na podlagi 
razlike vrednosti pKa spojine, izmerjene v odsotnosti in prisotnosti oborine. Trenutno sta na 
voljo dva sistema, pSol Gemini in Cheqsol. Ta se razlikujeta glede na časovni potek testov 
in v samem postopku potenciometrične titracije, ki je razmeroma počasna (8–24 h), vendar 
omogoča določitev pH/topnostnih profilov z enim samim titriranjem in z majhno porabo 
spojine. Rezultati metode so primerljivi s tistimi dobljenimi s klasično metodo stresanja. 
HPLC se uporablja kot alternativa potenciometričnemu pristopu. Na podlagi sprememb v 
retencijskih časih med ioniziranimi in nevtralnimi oblikami spojin glede na pH mobilne faze 
lahko pKa določimo iz točke na krivulji, kjer se zgodi sprememba. Tehnika HPLC se 
uspešno uporablja za določanje ionizacijskih konstant parabenov, polifenolnih kislin, 
sulfonamidov, sulfonilsečnine, antihipertenzivov in tetraciklinov. Za vsako določitev pKa je 
potrebno pripraviti številne pufre in uporabiti številne stacionarne faze, vendar so nekatere 
SF omejene glede na pH vrednost, ki je uporabna za mobilno fazo (31, 32).  
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2 NAČRT DELA 
Pri virtualnem rešetanju imamo pogost problem lažno pozitivnih zadetkov, ki otežujejo delo 
raziskovalcev. Omejimo ga lahko z dobro pripravo kemijske knjižnice spojin. Naš namen v 
magistrski nalogi je razviti in optimizirati dve metodi visoke zmogljivosti za določanje 
porazdelitvenega koeficienta in topnosti, ki bi ju lahko uporabili na celotni kemijski 
knjižnici. Želimo razviti metodi, ki bosta enostavni, hitri, robustni in cenovno ugodni. 
Uporabili bomo HPLC metodo za določanje porazdelitvenega koeficienta in topnosti spojin 
ter merjenje absorbance na mikrotitrski plošči za določanje topnosti, kar je shematsko 
prikazano na spodnjih dveh slikah (sliki 3 in 4). 
 
 
Slika 3: Načrt dela za določanje porazdelitvenega koeficienta 
 
Za določanje logP vrednosti bomo izvedli izokratsko metodo na aparaturi Thermo Scientific 
Dionex Ultimate 3000 UHPLC (angl. ultra high performance liquid chromatography). Pri 
razvoju kromatografske metode bomo preizkusili različne kromatografske kolone 
napolnjene z različnimi stacionarnimi fazami, različne mobilne faze ter gradiente. S 
spremembo pH pufra lahko vplivamo na molekule, ki ionizirajo, zato bomo mobilne faze 
prilagodili posamezni skupini spojin, torej kislo za kisle spojine, nevtralno za nevtralne in 
bazično mobilno fazo za bazične spojine, saj morajo biti bazične in kisle spojine 
neionizirane. Topnost bomo določali s kinetično in s termodinamsko metodo na aparaturi 
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BioTek Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader. Metodo termodinamske topnosti pa 
bomo preverili še z metodo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti.  
 
 
Slika 4: Načrt dela za določanje topnosti 
 
Iz vseh kemikalij, ki jih že imamo na Katedri za farmacevtsko kemijo, bomo z virtualnim 
filtriranjem v programu KNIME pripravili knjižnico fragmentov. Iz nastale knjižnice 
fragmentov bomo izbrali 300 strukturno raznovrstnih spojin, katerim bomo s pomočjo novo 
razvitih metod določili logP in topnost. Spojine z neugodnimi lastnostmi bomo izločili in 
tako na podlagi eksperimentalnih lastnosti pripravili knjižnico z želenimi lastnostmi za 
nadaljnje biokemijsko vrednotenje. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 APARATURE 
HPLC:  
  Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 
UHPLC (slika 5) 
 
ABSORBANCA: 
 BioTek Synergy™ HT Multi-Mode 








 Centrifuga: Tehtnica Centric 400R + Microtiter Plate Carrier 
 Mikrotitrske plošče s filtrom: Multiscreen membrane plate HTS 96 wells, pore 
velikosti 0,45 µm, filter Millipore Durapore HV (PVDF hydrophile) 
  
Slika 5: Aparatura HPLC 
Slika 6: Aparatura za merjenje absorbance 
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 Plošče za merjenje 
absorbance pri nizkih 
valovnih dolžinah (220 nm 
in 254 nm): Corning® 96-
well Clear Flat Bottom 
UV-Transparent 




3.2 PROGRAMSKA OPREMA 
  Program KNIME Version 4.0.2 (University of Konstanz, Zurich, Switzerland) 
 
3.3 TOPILA IN REAGENTI 
Za pripravo knjižnice spojin smo uporabili spojine različnih proizvajalcev: Acros Organics, 
Sigma-Aldrich, Merck, TCI, Fluka, ChemBridge, Apollo Scientific, Maybridge, 
Fluorochem in Alfa Aesar. 
Pri metodi HPLC smo uporabili različna topila in raztopine za pripravo mobilnih faz: 
 metanol 
 trifluoroocetna kislina - TFA 
 trietilamin - TEA 
 amonijak  
 acetonitril 
 bidestilirana voda  
Topila, ki smo jih uporabljali za potrebe metode HPLC so morala biti visoke čistote, saj bi 
nečistoče v topilih motile rezultate, ker bi bile vidne na kromatogramu. 
 
Slika 7: Plošča za merjenje absorbance 
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Za pripravo in redčitev vzorcev iz kemijske knjižnice smo uporabili topili dimetil sulfoksid 
- DMSO in metanol, ter prečiščeno vodo iz fakultete in pufer PBS, ki smo ga pripravili sami. 
 
3.4 METODE 
3.4.1 PROGRAM KNIME 
KNIME je program, ki nam omogoča, da s pomočjo filtrov, ki jih nastavimo v programu, 
obdelamo velike količine podatkov in pripravimo kemijsko knjižnico spojin. Oblikovali smo 
shemo, ki je sestavljena iz več med seboj vzporedno ali zaporedno povezanih vozlišč. Vsako 
izmed njih nam izvede posamezno operacijo, ki so navedene v nadaljevanju. Najprej smo 
obdelali podatke spojinam iz tabele kemikalij iz fakultete, nato smo izračunali deskriptorje 
in izvedli filtriranje.  
Dobili smo strukturno raznovrstne spojine. Na spodnji sliki (slika 8) je prikazan 
poenostavljen postopek. 
 
Slika 8: Poenostavljena shema KNIME 
Pripravo knjižnice smo začeli z zbirko 4568 spojin, ki jih imamo na Katedri za farmacevtsko 
kemijo. Spojinam z manjkajočim SMILES zapisom, smo poenotili CAS zapis, poiskali 
SMILES in vse skupaj pretvorili v berljivo obliko. Ostalo je 4312 spojin.  Sistem filtrov v 








Z vozliščem RDKit Descriptor Calculation smo izračunali naslednje deskriptorje: logP, 
število donorjev in akceptorjev vodikovih vezi, število vrtljivih vezi, število obročev, molsko 
maso, polarno površino, ter tako izločili spojine, ki: 
 nimajo obročev 
 imajo molsko maso manjšo od 80 in večjo od 300 
 imajo več kot 5 donorjev ali akceptorjev vodikovih vezi 
 imajo več kot 3 vrtljive vezi 
 imajo izračunan logP večji od 4 
 imajo polarno površino večjo od 80 ali enako 0 
 
Z vozliščem Speedy SMILES Heavy Atom Count (HAC) smo izračunali deskriptorje in 
izločili, spojine, ki: vsebujejo anorganske elemente kot so C, N, O, S, P, B, F, Cl, Br, I, H in 
imajo HAC manjši od 5. 
Z vozliščem Aqueous Solubility od ChemAxon smo izračunali topnost in izločili spojine, če 
je bila topnost v vodi nizka ali srednja kar pomeni, da je bila manjša od vrednosti 2 mM. 
Slika 9: Shema vozlišč v programu KNIME 
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Z vozlišči RDKit Functional Group Filter, Michael acceptor in SMARTS Query smo izločili 
reaktivne funkcionalne skupine. 
Odstranili smo tudi spojine, ki spadajo med spojine PAINS (angl. Pan-assay interference 
compounds). To so kemijske spojine, ki pogosto dajejo lažno pozitivne rezultate pri metodah 
rešetanja visoke zmogljivosti. Pogosto se nespecifično vežejo na številne biološke tarče, 
namesto da bi se vezale le na želeno tarčo. Lahko tudi motijo testni sistem, saj vsebujejo 
številne moteče funkcionalne skupine. Pogosto PAINS-i vključujejo toksoflavine, 
izotiazolone, hidroksifenil hidrazone, kurkumin, fenol-sulfonamide, rodanine, enone, kinone 
in katehole. PAINS spojine smo izločili z vozliščem RDKit Molecule Catalog Filter. 
Uporabili smo vse 3 filtre A, B in C iz članka (34, 35). 
Ostala je zbirka 887 spojin, iz katere smo želeli ustvariti manjšo zbirko, primerno za 
preskušanje analiznih metod, a hkrati ohraniti raznolikost spojin z vozliščema RDKit 
Fingerprint in RDKit Diversity Picker. Prvi ustvari prstne odtise iz kemijske strukture in jih 
doda v tabelo. Na voljo je več vrst prstnih odtisov. Nastavitve, s katerimi ustvarimo prstni 
odtis, so na voljo kot lastnosti stolpcev in jih lahko vizualiziramo z vozliščem RDKit 
Interactive View. RDKit Diversity Picker iz vhodne tabele izbere različne vrstice na podlagi 
Tanimotove razdalje med prstnimi odtisi. Proces poteka z algoritmom MaxMin (36). 
Algoritem je zelo hiter, tudi pri velikih naborih podatkov, vendar je potrebno upoštevati, da 
se čas izvajanja procesa hitro poveča s številom vrstic, ki jih mora vozlišče izbrati. 
Ostalo je 400 spojin, ki smo jih vizualno pregledali in dobili 323 ustreznih spojin, ki 
ustrezajo zgornjim kriterijem. Le-te smo poiskali v omarah in hladilnikih na Fakulteti za 
farmacijo, a žal nismo našli vseh. Našli smo le 219 spojin, ki smo jih nato testirali. 
 
3.4.2 DOLOČANJE PORAZDELITVENEGA KOEFICIENTA  
Pri izokratski metodi smo uporabili tri različne kolone, katerih lastnosti so navedene v 
spodnji preglednici (preglednica Ⅱ) na napravi Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 
UHPLC z detektorjem z diodnim nizom. Testirali smo različne pretoke med 0,4 mL/min in 
1 mL/min glede na velikost delcev stacionarne faze in premer kolone, ter različne mobilne 
faze A, kot so 0,1% TFA za kisle spojine, 10 mM amonijak za bazične, ter bidestilirano vodo 
za nevtralne spojine. Mobilni fazi A smo dodali različne deleže metanola: 45 %, 50 %, 55 
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%, 60 % in 70 % (mobilna faza B). Analizo smo izvajali pri 40 °C, injicirali smo 5 µL 
raztopine vzorca in spojine zaznali pri valovni dolžini 254 nm.  
Preglednica II: Primerjava uporabljenih kolon 
KOLONA 




ACQUITY UPLC CSH 
C18 
HPLC/UPLC HPLC UPLC UPLC 
VELIKOST 
DELCEV 
2,5 µm 1,7 µm 1,7 µm 
DIMENZIJA 
KOLONE 
4,6 mm X 75 mm 2,1 mm X 100 mm 2,1 mm X 50 mm 




DA DA DA 
 
3.4.3 DOLOČANJE TOPNOSTI 
Topnost smo najprej želeli določiti s kinetično metodo, nato smo poskusili z metodo 
termodinamskega določanja in na koncu še preverili ujemanje s HPLC metodo.  
 
3.4.3.1 Kinetična topnost 
Uporabili smo čitalec absorbanc mikrotitrskih plošč BioTek Synergy™ HT Multi-Mode 
Microplate Reader, na katerem smo pomerili absorbance pripravljenih vzorcev, ki smo jih 
predhodno ustrezno redčili na  4 mM, 3 mM, 1,5 mM, 1 mM 0,75 mM, 0,5 mM in 0,25 mM. 
V vdolbinice smo pipetirali raztopino vzorca in preračunano količino topil, ter izmerili 
absorbanco pri valovni dolžini 620 nm. Najprej pa smo pripravili 1L PBS pufra po spodnjem 
postopku s pH 7,4. 
 800 mL destilirane vode 
 8 g NaCl (58,4 g/mol) 
 0,2 g KCl (74,551 g/mol) 
 1,44 g Na2HPO4 (141,96 g/mol) 
 0,24 g KH2PO4 (136,086 g/mol) 
 dopolni z destilirano vodo do 1 litra 
23 
 
3.4.3.2 Termodinamska topnost 
Tudi pri termodinamski topnosti smo uporabili smo čitalec absorbanc mikrotitrskih plošč na 
aparaturi BioTek Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader, na katerem smo pomerili 
absorbance standardov in nasičenih vzorcev, ki smo jih predhodno ustrezno redčili. V 
vdolbinice smo pipetirali 300 µL raztopine vzorca in izmerili absorbanco pri valovni dolžini 
220 nm in 254 nm. Iz dobljenih podatkov smo izračunali topnost. Na spodnji sliki (slika 10) 
lahko vidimo pripravo nasičenih vzorcev. 
Pri termodinamskem določanju topnosti 
smo si za vsako redčitev posebej za 
standarde in nasičene vzorce vnaprej 
pripravili mešanico topil metanola, 
pufra PBS in DMSO. V vsaki vdolbinici 
je moralo biti 300 µL redčenega vzorca, 
od tega 10% PBS, 89% MeOH in 1% 
DMSO, enako tudi pri slepem vzorcu. 
Sestava topil namreč lahko vpliva na 
meritve zaradi različne površinske 
napetosti oz. različnega meniskusa, ker 
žarek pri meritvah na mikrotitrski plošči 
potuje vertikalno skozi raztopino. Vsak vzorec 
smo redčili, dokler nismo dobili ustrezno nizkega odziva (A ≤1,3)  
Mešanico topil smo pripravili po spodnjem postopku. 
 Nasičeni vzorci 
1. 10-kratno redčenje (30 µL supernatanta + 270 µL topila) 
Sestava topila, če želimo pripraviti 100 mL topila: 98,9 mL MeOH in 1,1 mL DMSO 
2. 100-kratno končno redčenje (30 µL 10-krat redčenega vzorca + 270 µL topila) 
Sestava, če želimo pripraviti 100 mL topila: 89 mL MeOH + 1 mL DMSO + 10 mL PBS 
3. 1000-kratno končno redčenje (30 µL 100-krat redčenega vzorca + 270 µL topila) 
Sestava, če želimo pripraviti 100 mL topila: 89 mL MeOH + 1 mL DMSO + 10 mL PBS 




1. 0,50 mM vzorec (100-kratno redčenje iz 50 mM vzorca, 3 µL vzorca + 297 µL topila) 
Sestava topila, če želimo pripraviti 100 mL topila: 89,9 mL MeOH in 10,1 mL PBS 
2. 0,25 mM vzorec (2-kratno redčenje iz 0,50 mM vzorca, 150 µL vzorca + 150 µL 
topila)  
Sestava, če želimo pripraviti 100 mL topila: 89 mL MeOH + 1 mL DMSO + 10 mL PBS 
3. 0,10 mM vzorec (2,5-kratno redčenje iz 0,25 mM vzorca, 120 µL vzorca + 180 µL 
topila) 
Sestava, če želimo pripraviti 100 mL topila: 89 mL MeOH + 1 mL DMSO + 10 mL PBS 
 
3.4.3.3 Termodinamska topnost -  HPLC metoda 
Za potrebe metode smo spet pripravili standarde ustreznih koncentracij in nasičene vzorce, 
ter jih testirali na napravi Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 UHPLC z detektorjem z 
diodnim nizom. Uporabili smo mobilno fazo sestavljeno iz  0,1 % TFA in MeOH in kolono 
ACQUITY UPLC CSH C18 1,7 µm, 2,1 mm X 50 mm in gradientno metodo s pretokom 0,5 
mL/min. Injicirali smo 5 μL vzorca. Rezultate smo obravnavali pri različnih valovnih 
dolžinah (220 nm, 210 nm, 254 nm), odvisno od valovne dolžine pri kateri ima spojina svoj 
maksimum.    
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4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 RAZVOJ ANALIZNE METODE ZA DOLOČANJE 
PORAZDELITVENEGA KOEFICIENTA 
Preden smo analizirali knjižnico spojin, smo morali izbrati, razviti in optimizirati ustrezno 
metodo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti. Najprej smo morali izbrati pravo 
kolono, ki nam bo omogočala dovolj hitro ločevanje, učinkovitost in lepe vrhove, kar 
pomeni, da so vrhovi v kromatogramu simetrični (As=1) in imajo ustrezno širino na polovici 
višine (wh 1/2).  
 
Izbirali smo med petimi različnimi kolonami dveh proizvajalcev, in sicer Agilent in Waters:  
1. X Bridge BEH Shield RP18 XP Column, 2,5 µm, 4,6 mm x 75 mm (Waters), 
2. ACQUITY UPLC CSH C18 Column, 1,7 µm, 2,1 mm x 50 mm (Waters), 
3. ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 1,7 µm, 2,1 mm x 100 mm (Waters),  
4. ZORBAX  80A  Extend C18,  3,5 µm, 4,6mm x 100 mm (Agilent),  
5. ACQUITY UPLC BEH Phenyl Column, 1,7 µm, 2,1 mm x 100 mm (Waters), 
 
Kolone s stacionarno fazo C18 se prednostno uporabljajo za analizo nepolarnih spojin, 
kolone Phenyl za analizo poliaromatičnih spojin, kolone Shield RP18 za analizo fenolnih 
spojin, HSS pa se večinoma uporabljajo za analizo polarnih spojin (37). Lastnosti, ki so nas 
najbolj zanimale so premer kolone, ki mora biti čim manjši, da bo pretok mobilne faze 
manjši, in dolžina kolone, ki mora biti čim krajša, da bo tudi metoda krajša, ter velikost 
delcev stacionarne faze čim manjša, da bo ločba boljša. Kolone smo testirali tako, da smo 
izbrali 4 nevtralne spojine, katerih strukture in literaturne vrednosti logP so predstavljene v 






Preglednica III: Prve štiri testirane nevtralne spojine 
 
 
Zanimali so nas retencijski čas (tR), ki nam pove kako dolgo se spojine zadržijo na koloni,  
faktor simetrije vrhov (As), ki predstavlja merilo simetrije vrha in učinkovitost kolone – 
število teoretičnih podov (N), ki nam pove, kolikokrat se analizirana spojina porazdeli med 
mobilno in stacionarno fazo pri prehodu kolone. Podatki o parametrih za dokazovanje 

















 T/104 1,98 
(39) 
 
5-bromoindol B/100 3 
(40) 
  


























Oznaka spojin As As As As As 
T/104 1,21 0,92 0,98 1,03 1,2 
D/26 1,48 0,95 1,07 1 1,21 
B/100 1,63 0,99 1,11 0,99 1,28 
B/71 0,99 0,83 0,98 0,77 1,06 
 
N N N N N 
T/104 28528 127108 195017 132059 112528 
D/26 91522 315940 375338 281828 183815 
B/100 65683 278345 320750 221337 163032 
B/71 8956 41467 35810 57458 27887 
 
tR tR tR tR tR 
T/104 6,813 6,563 9,007 7,443 9,283 
D/26 8,397 8,98 10,063 9,217 10,133 
B/100 7,78 8,83 9,527 8,63 9,64 
B/71 4,813 5,063 6,96 5,923 7,48 
      
KOMENTAR 
SIGNALOV 
asimetrični simetrični simetrični simetrični asimetrični 
 
Med zgoraj naštetimi kolonami smo izbrali naslednje tri: 
1. X Bridge BEH Shield RP18 XP Column, 2,5 µm, 4,6 mm x 75 mm, 
2. ACQUITY UPLC CSH C18 Column, 1,7 µm, 2,1 mm x 50 mm, 
3. ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 1,7 µm, 2,1 mm x 100 mm. 
 
Ko smo izbrali te tri kolone smo morali pripraviti še ustrezne mobilne faze, ki morajo 
vsebovati vodno fazo in organski modifikator. Upoštevali smo, da sestava in polarnost 
vplivata na hitrost izpiranja testiranih spojin. Izbrali smo različne mobilne faze za kisle, 
nevtralne in bazične spojine iz knjižnice. Za nevtralne spojine smo izbrali kombinacijo 
metanola in vode, za kisle spojine pa smo izbrali metanol in 0,1% TFA. Pri izbiri mobilne 
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faze za bazične spojine smo morali paziti, da ne presežemo vrednosti pH območja kolone. 
Izbirali smo med 0,1% trietilaminom (TEA), 10-mM raztopino amonijevega karbamata 
(NH4CO2NH2) in amonijevega karbonata ((NH4)2CO3) in med različnimi koncentracijami 
amonijevih raztopin, katerim smo trikrat izmerili pH vrednosti, da smo izbrali 
najustreznejšo. Izmerjene vrednosti pH so predstavljene v spodnji preglednici (preglednica 
Ⅴ). Kot organski modifikator smo povsod izbrali metanol, ki je šibkejši eluent od acetonitrila 
in omogoča daljše zadrževanje spojin na koloni. 
Preglednica V: pH vrednosti pripravljenih mobilnih faz A 
MOBILNA FAZA pH1 pH2 pH3 
0,1%  TEA 11,24 11,19 11,22 
10 mM amonijev 




10 mM NH3 10,6 10,61 10,57 
25 mM NH3 10,59 10,6 10,6 
50 mM NH3 10,95 10,95 10,93 
 
0,1% TEA je imel previsoke vrednosti pH, 10 mM raztopina amonijevega karbamata in 
amonijevega karbonata je imela sicer ustrezen pH, vendar bi ta mobilna faza absorbirala 
svetlobo v opazovanem območju UV spektra. Odločili smo se za 10 mM raztopino 
amonijaka. 
Pri izbiri pretoka mobilne faze se moramo zavedati, da se kromatografski vrhovi ločijo bolje, 
če je le-ta manjši, vendar s tem podaljšamo čas analize. Prilagodili smo ga glede na velikost 
delcev stacionarne faze in premer kolone. Preizkušali smo pretoke med vrednostjo 0,5 
mL/min in 1,5 mL/min. Če smo povišali pretok se je skrajšal čas analize, a je bila ločba 
vrhov slabša. 
 Ostali uporabljeni parametri so:  
 Temperatura: 40 °C  
 Volumen injiciranja: 5 µL 
 Valovna dolžina: 254 nm 
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Vse vzorce smo pripravili na isti način. Najprej smo natehtali 2-6 mg spojine, ki smo jo 
raztopili v ustreznem volumnu DMSO, da smo dobili koncentracijo 50 mM. Nato smo 
vzorce 100-krat redčili, da smo dobili koncentracijo 0,5 mM. 900 µL metanola in 90 µL 
vode smo dodali 10 µL vzorčka in filtrirali, ter prenesli v majhno vialo primerno za HPLC 
aparaturo. Razmerje volumnov topil v končni redčitvi je bilo vedno enako, 
DMSO/metanol/voda=1/90/9. 
Vrednost logP smo določali preko različnih metod HPLC, tako, da smo iz dobljenih 
rezultatov izračunali logkw in izrisali umeritveno premico: odvisnost logkw od literaturne 
vrednosti logP.  
 
4.1.1 IZOKRATSKA METODA 
Testiranja smo začeli z enostavnejšo metodo in sicer z izokratsko metodo z deleži metanola 
45 %, 50 %, 55 %, 60 % in 70 % mobilne faze na treh izbranih kolonah. Preostali delež je 
predstavljala bidestilirana voda za nevtralne, 0,1% TFA za kisle in 10 mM amonijak za 
bazične spojine, katerih strukture in literaturne vrednosti logP so predstavljene v spodnji 
preglednici (preglednica Ⅵ). Posneli smo tudi vzorček uracila, ki je služil kot t0 pri izračunu 
retencijskega faktorja k. Iz dobljenih vrednosti k smo ekstrapolirali na kw (k pri 0 % 
metanola) in izračunali logkw za vsako spojino. V literaturi smo poiskali še logP vrednosti 
za spojine, da smo lahko narisali umeritveno premico. 
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SPOJINA      
 A/52A 0,91 (40) 
 
Benzilamin BAZIČNA 
SPOJINA      
B/67 1,09 (40) 
 
Fenetilamin BAZIČNA 
SPOJINA      
P/37 1,41 (40) 
 
4-Metilfenetilamin BAZIČNA 
SPOJINA      
T/71 1,83 (39) 
 
N-Metilfenetilamin BAZIČNA 
SPOJINA      
M/771 1,91 (40) 
 
N-Butilbenzilamin BAZIČNA 
SPOJINA      
B/123 2,59 (42) 
 
Dibenzilamin BAZIČNA 
SPOJINA      












































P/83 0,85 (44) 
 
Acetilsalicilna kislina KISLA 
SPOJINA 










C/128  2,4 (38) 
 
5-Metilsalicilna kislina KISLA 
SPOJINA 




2-Naftojska kislina KISLA 
SPOJINA 








Vrednost logkw smo dobili z logaritmiranjem vrednosti kw, ki smo jo izračunali s funkcijo 
intercept v programu Excel, ki izračuna točko, kjer bo premica sekala os y z uporabo 
obstoječih vrednosti x in y (slika 11).  
 
Slika 11: Prikaz odvisnosti vrednosti k od deleža MeOH za dve spojini 
 
Spodaj lahko vidimo primer grafa (slika 12) za umeritveno/kalibracijsko premico logP za 
kolono, ki jo dobimo kot odvisnost med logkw in logP vrednostjo spojine. Če želimo določiti 
logaritem porazdelitvenega koeficienta neznanim spojinam potrebujemo najprej modelne 
spojine z znano logP vrednostjo iz literature. Nato jim eksperimentalno določimo logkw , da 
lahko konstruiramo umeritvene premice logkw-logP. Iz umeritvene premice nato lahko 

















Slika 12: Prikaz umeritvene premice logP za baze za kolono X Bridge BEH Shield RP18 XP 
 
4.1.2 IZOKRATSKA METODA PRI ENEM DELEŽU ORGANSKEGA 
MODIFIKATORJA  
Izokratskih metod, pri kateri se uporabi le ena meritev oziroma ena kombinacija sestave 
mobilne faze, nismo posebej izvajali, ampak smo rezultate vzeli iz navadne izokratske 
metode, ki smo jo izvedli z deleži metanola 45 %, 50 %, 55 %, 60 % in 70 % mobilne faze.  
Izokratsko metodo pri enem deležu organskega modifikatorja smo želeli razviti tako, da bi 
dala najboljše rezultate za določeno kolono in vrsto spojin (kisle, bazične, nevtralne), z 
namenom da bi testiranje poenostavili. Ta metoda je namreč veliko hitrejša od navadne 
izokratske metode. Želeli smo optimizirati metodo in poiskati ustrezen delež metanola pri 
katerem bi dobili najboljšo korelacijo logk_x% - logP.  
Teste smo izvajali na treh kolonah za kisle, nevtralne in bazične spojine, kar je razvidno iz 
spodnjih preglednic (preglednice VII, VIII, IX) pri naslednjih deležih MeOH: 45 %, 50 %, 
55 %, 60 % in 70 %. Najprej smo izračunali k za vsako spojino pri vsakem deležu MeOH 
po spodnji enačbi (enačba 7 ) 
k=(tR – t0) / t0  (7) 
kjer je tR retencijski čas spojine, t0 pa uracila - slepega vzorca, nato pa iz dobljenih vrednosti 
k za vsak delež MeOH za spojino še kw, logkw, R
2logkw za spojine in R
2logP za tri kolone. 




















Preglednica VII: Podatki za vrednosti kw, logkw, R
2 logkw, R
2 logP za kolono ACQUITY 
UPLC BEH 
KOLONA ACQUITY UPLC BEH C18, 1,7 µm, 2,1 mm x 100 mm 
BAZE A 52A B67 P37 T71 M771 B 123 D39     
kw 1,7633 3,2098 5,5812 10,568 8,8852 39,909 42,079     
logkw 0,2463 0,5065 0,7467 1,0240 0,9487 1,6011 1,6241     
R2 logkw 0,9730 0,9691 0,9500 0,9597 0,9651 0,8278 0,8331     
R2 logP 0,9837                 
KISLINE P83 A221 B35 C128 M15 N39 P30     
kw 0,7867 6,7115 6,3881 9,3247 14,403 27,005 35,476     
logkw -0,1042 0,8268 0,8054 0,9696 1,1585 1,4315 1,5499     
R2 logkw 0,8153 0,8650 0,8414 0,8637 0,8336 0,7862 0,7919     
R2 logP 0,8192                 
NEVTRALNE A1 B71 M69 K23 I634 N18 C102 B100 D26 
kw 1,8702 3,5186 4,1070 5,4948 13,782 12,803 16,509 25,333 39,936 
logkw 0,2719 0,5464 0,6135 0,7399 1,1393 1,1073 1,2177 1,4037 1,6014 
R2 logkw 0,8528 0,9827 0,9678 0,9587 0,9467 0,9325 0,9279 0,9169 0,9164 
R2 logP 0,9684                 
 
Preglednica VIII: Podatki za vrednosti kw, logkw, R
2 logkw, R
2 logP za kolono ACQUITY 
UPLC CSH 
KOLONA ACQUITY UPLC CSH C18, 1,7 µm, 2,1 mm x 50 mm 
BAZE A 52A B67 P37 T71 M771 B 123 D39   
kw 1,6620 3,5217 6,3769 12,422 11,913 40,354 42,118   
logkw 0,2206 0,5467 0,8046 1,0942 1,0760 1,6059 1,6245   
R2 logkw 0,9672 0,9680 0,9347 0,9096 0,9300 0,8874 0,8684   
R2 logP 0,9817               
KISLINE A221 B35 C128 M15 N39 P30     
kw 5,2954 4,2480 5,3240 9,8357 13,884 17,400     
logkw 0,7239 0,6282 0,7262 0,9928 1,1425 1,2406     
R2 logkw 0,9185 0,9215 0,9272 0,9213 0,8805 0,8780     
R2 logP 0,6292               
NEVTRALNE B71 M69 K23 I634 N18 C102 B100 D26 
kw 2,5814 3,4369 4,6053 10,827 10,165 13,491 22,384 35,907 
logkw 0,4119 0,5362 0,6633 1,0345 1,0071 1,1301 1,3500 1,5552 
R2 logkw 0,9542 0,9511 0,9175 0,9095 0,9232 0,9170 0,8854 0,8667 





Preglednica IX: Podatki za vrednosti kw, logkw, R
2 logkw, R
2 logP za kolono X Bridge BEH 
Shield RP18 XP 
KOLONA X Bridge BEH Shield RP18 XP, 2,5 µm, 4,6 mm x 75 mm 
BAZE A 52A B67 P37 T71 M771 B 123 D39     
kw 2,8813 4,3115 7,6591 14,930 13,428 47,570 58,021     
logkw 0,4596 0,6346 0,8842 1,1741 1,1280 1,6773 1,7636     
R2 logkw 0,9705 0,9645 0,9434 0,9180 0,9280 0,8759 0,8632     
R2 logP 0,9915                 
KISLINE P83 A221 B35 C128 M15 N39 P30    
kw 1,1064 8,5243 6,7098 12,292 16,164 27,749 41,195    
logkw 0,0439 0,9307 0,8267 1,0897 1,2086 1,4433 1,6148    
R2 logkw 0,9625 0,9369 0,9247 0,9238 0,9145 0,8707 0,8688    
R2 logP 0,7509                 
NEVTRALNE A1 B71 M69 K23 I634 N18 C102 B100 D26 
kw 2,3194 3,7665 4,6104 5,1041 10,333 12,290 15,015 40,759 39,554 
logkw 0,3654 0,5759 0,6637 0,7079 1,0142 1,0896 1,1765 1,6102 1,5972 
R2 logkw 0,9541 0,9502 0,9361 0,9249 0,9458 0,9533 0,9412 0,9258 1,0000 
R2 logP 0,9684         
 
4.2 RAZVOJ ANALIZNE METODE ZA DOLOČANJE TOPNOSTI 
Najprej smo poskusili s kinetično metodo, ki se ni najbolje obnesla, nato smo preizkusili 
metodo termodinamskega določanja topnosti s pomočjo merjenja absorbance na mikrotitrski 
plošči, ki nam je dala ustrezne rezultate. Uspešna je bila tudi HPLC metoda, ki smo jo 
uporabili za preverjanje ustreznosti določanja termodinamske topnosti z merjenjem 
absorbanc. Topnost smo določali standardom in nasičenim vzorcem iz knjižnice spojin v 
dveh ponovitvah, kar pomeni, da smo vsak vzorček in njegovo redčitev pripravili in posneli 
dvakrat. Najprej smo določili nivo hrupa optičnega sistema-ozadje, tako, da smo poleg 
vzorčkov spojin posneli tudi slepe vzorce. Pri slepem vzorcu smo uporabili enako razmerje 
topil, le da nismo dodali vzorca. Nato smo izračunali povprečje dveh posnetih vrednosti vseh 
vzorcev in izračunali standardni odklon absorbance pri določeni valovni dolžini. 
4.2.1 KINETIČNA TOPNOST 
Z metodo kinetične topnosti smo poskusili določiti absorbanco 17 spojinam različnih 
koncentracij: 4 mM, 3 mM, 3 mM, 1,5 mM, 1 mM 0,75 mM, 0,5 mM in 0,25 mM. V 
vdolbinice smo pipetirali raztopino vzorca in preračunano količino topil, ter izmerili 
absorbanco pri valovni dolžini 620 nm, kjer običajne kromoforne skupine ne absorbirajo 
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svetlobe. Ko smo dodali spojino raztopljeno v topilu DMSO v pufer je pri netopnih nastala 
oborina, katere delci so blokirali prehod svetlobe čez raztopino. To je povzročilo povečanje 
absorbance. Iz dobljenih podatkov smo predlagali topnost.  
 
4.2.2 TERMODINAMSKA TOPNOST  
Tudi pri določanju termodinamske topnosti smo, kot pri določanju logP, najprej pripravili 
50 mM vzorce standardov v DMSO iz knjižnice in jih razredčili z metanolom in vodo, da 
smo dobili vzorce ustrezno nizkih koncentracij, in sicer 0,5 mM, 0,25 mM, 0,1 mM in 0,010 
mM. Nasičene vzorce smo pripravili tako, da smo 3 mg spojine na plošči s filtri, ki imajo 
odprtine velikosti 0,45 µm, raztopili v 300 µL pufra PBS in jih stresali 24 ur na stresalniku 
pri 37 ℃ in 500 vrtljajev na minuto. Nato smo ploščo centrifugirali pri 2500 vrtljajih na 
minuto 15 minut, kar je povzročilo filtriranje raztopine v spodnjo lovilno ploščo. Vzeli smo 
30 µL filtrata in ga 10-krat redčili, ter pomerili absorbanco pri 220 nm in pri 254 nm. To 
smo ponovili še dvakrat, tako da smo dobili še 100-kratno in 1000-kratno redčenje. Po 
potrebi smo redčenje ponovili, da smo dobili ustrezne rezultate, kar pomeni da smo dobili 
absorbanco pod 1,3. Razmerje volumnov topil v končnih redčitvah je enako pri vseh 
redčitvah in sicer: DMSO/metanol/PBS =1/89/10.  
 
4.2.3 TERMODINAMSKA TOPNOST - HPLC METODA 
S HPLC metodo smo določali topnost za 14 spojin (standardi in nasičeni vzorci). Nasičene 
vzorce smo pripravili v vialah, tako, da smo natresli nekaj miligramov spojine in dodali 1 
mL PBS pufra, kar je prikazano 
spodaj (slika 13). Vzorce smo 
stresali čez noč, preverili, da je 
še vedno prisotna trdna spojina, 
in jih po 24 urah filtrirali. Preden 
smo jih pomerili smo jih 10-krat, 
100-krat ali 1000-krat redčili. 
 
 
Slika 13: Priprava nasičenih vzorcev za HPLC 
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Za pripravo standardov pa smo spojine raztopljene v DMSO redčili z metanolom in vodo, 
da smo dobili razmerje volumnov DMSO/metanol/voda=1/90/9. Pripravili smo standarde v 
koncentracijah 0,25 mM, 0,5 mM, 0,7 mM, 1 mM, 1,5 mM, 2 mM. Uporabili smo kolono 
ACQUITY UPLC CSH C18 1,7 µm, 2,1 mm X 50 mm in gradientno metodo: 
 
 metoda: preekvilibracija 2 minute (5 % MeOH + 95 % TFA pufra), 7 minut gradient: 
5 % -95 % , 2 minute ekvilibracija (95 % MeOH + 5 % TFA pufra), vrnitev v začetno 
razmerje topil (slika 14) 
 MF: 0,1 % TFA, MeOH 
 pretok: 0,5 mL/min 
 T = 45 °C 
 volumen injiciranja: 5 μL 






















Slika 14: Grafični prikaz sestave mobilne faze v odvisnosti od časa 
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4.3 STROŠKI METOD DOLOČANJA TERMODINAMSKE TOPNOSTI 
4.3.1 STROŠKI ZA TESTIRANJE TERMODINAMSKE TOPNOSTI NA 
APARATURI BIOTEK SYNERGY™ HT MULTI-MODE MICROPLATE 
READER 
• Cena filter plošč: 
Za testiranje nasičenih vzorcev smo uporabili plošče, ki imajo vgrajen filter in smo jih lahko 
uporabljali na centrifugi: Multiscreen membrane plate HTS 96 wells pores 0,45 µm 
Millipore Durapore HV (PVDF hydrophile). Petdeset takšnih plošč stane 1466.08 EUR 
(vključen DDV), kar pomeni da ena plošča stane približno 29 EUR. Pri testiranju smo 
porabili 3 plošče, kar stane 87 EUR. 
• Cena navadnih plošč: 
Pri centrifugiranju smo pod filter ploščami uporabljali navadne plošče, ki so veliko cenejše 
od tistih, ki smo jih kasneje uporabljali za testiranje absorbance. To so: Brand microplate 
brandplates. Takšna plošča stane 1 EUR, mi smo jih porabili tri, kar znese 3 EUR. 
• Cena plošč, ki so primerne za merjenje absorbanc, pri nižjih valovnih dolžinah: 
Za merjenje absorbanc pri valovni dolžini 220 nm in 254 nm, smo morali uporabiti plošče, 
katerih material ni absorbiral svetlobe in tako niso motile meritev. Te plošče so: Corning® 
96-well Clear Flat Bottom UV-Transparent Microplate 3635. 50 plošč stane 908 EUR 
(vključen DDV). Mi smo porabili 15 plošč, ker smo vsako ploščo oprali, posušili in uporabili 
še enkrat. Če bi plošče po prvi uporabi zavrgli, bi jih porabili 30. Več kot 2-krat pa plošče 
nismo mogli uporabiti, saj jih je mešanica topil in spojin uničila. Razpoke, ki so nastale so 
motile meritve in dajale napačne rezultate. 
• Ostali material: 
Pri delu smo porabili tudi veliko topil za pripravo vzorcev in spiranje plošč, nastavkov za 
pipetiranje, 3 folije za pokrivanje plošč med stresanjem in centrifugiranjem, 2 plastični 
posodici za lažje pipetiranje z avtomatsko multikanalno pipeto in drugih pripomočkov, 




IZRAČUN PORABE ZA 200 SPOJIN: 
Testirali smo nasičene vzorce in standarde, ki smo jih najmanj 3-krat redčili, dokler nismo 
dobili ustrezno nizkih rezultatov (A < 1,3), ter v vsakem stolpcu tudi slepe vzorce. 
V en stolpec smo nanesli 7 spojin, ter slepi vzorec, ter v naslednji stolpec njihove duplikate. 
Če predpostavimo, da smo vsak vzorec redčili vsaj 3-krat, to pomeni da smo za 7 spojin 
porabili polovico plošče, ki ima 8 vrstic in 12 stolpcev. To pomeni, da lahko testiramo 14 
spojin na eni plošči, torej smo porabili 15 plošč za standarde in 15 plošč za nasičene vzorce, 
skupaj 30 plošč. Kot sem omenila zgoraj smo jih zaradi spiranja mi porabili le 15. 
Ker stane petdeset plošč 908 EUR, mi pa smo jih porabili 15, to znese 272 EUR. 
 
• Skupni stroški za 200 spojin, če porabimo 15 plošč: 
87 + 3 + 272 = 362 EUR    
• Skupni stroški za 200 spojin, če porabimo 30 plošč: 
87 + 3 + 544 = 634 EUR  
 
IZRAČUN PORABE ZA 1000 SPOJIN: 
Filter plošče: porabimo 11 plošč, kar znese 319 EUR 
Navadne plošče: porabimo 11 plošč, kar znese 11 EUR 
Plošče za merjenje absorbanc: porabimo 144 plošč, kar znese 2.615 EUR 






4.3.2 STROŠKI ZA TESTIRANJE TERMODINAMSKE TOPNOSTI NA 
APARATURI THERMO SCIENTIFIC DIONEX ULTIMATE 3000 UHPLC  
• Cena vial s pokrovčki (Kefo): 
Meritve na aparaturi za HPLC metodo smo izvajali v zaprtih majhnih vialah. Tisoč takšnih 
vial stane 200,93 EUR, kar pomeni, da ena viala stane 0,201 EUR. Mi smo porabili 91 vial, 
saj smo testirali 13 spojin pri šestih različnih koncentracijah (standardi) in 13 nasičenih 
vzorcev kar stane 18,2 EUR. 
• Cena filtrov za brizge (0,45 ali 0,2 µm): 
Vsak vzorec smo pred prenosom v vialo filtrirali z ustreznim filtrom. Sto filtrov stane 78 
EUR, kar pomeni da en stane 0,78 EUR. Mi smo porabili 91 filtrov, kar stane 70,98 EUR. 
• Ostali material: 
Pri delu smo porabili tudi veliko nastavkov za pipetiranje in drugih pripomočkov, katerih 
stroške zanemarimo. 
 
IZRAČUN PORABE ZA 200 in 1000 SPOJIN: 
Skupni stroški za testiranje ene spojine pri treh različnih koncentracijah (standardi) in 
njenega nasičenega vzorca so 3,92 EUR. Če imamo 200 vzorcev to znese 784 EUR in 3920 





5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 DOLOČANJE PORAZDELITVENEGA KOEFICIENTA 
Pri razvoju metode tekočinske kromatografije visoke ločljivosti za določanje 
porazdelitvenega koeficienta je bil naš glavni cilj določiti univerzalno metodo, s katero bi 
dosegli dobre rezultate pri testiranju večjega števila različnih spojin iz kemijske knjižnice. 
Želeli smo, da bi z ustreznimi kromatografskimi pogoji v relativno kratkem času prišli do 
zanesljivih rezultatov. 
5.1.1 IZOKRATSKA METODA 
Spodnji grafi (slike 15, 16, 17) predstavljajo rezultate izokratske metode za vsako od treh 
izbranih kolon in sicer: 
 X Bridge BEH Shield RP18 XP Column, 2,5 µm, 4,6 mm x 75 mm, 
 ACQUITY UPLC CSH C18 Column, 1,7 µm, 2,1 mm x 50 mm, 
 ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 1,7 µm, 2,1 mm x 100 mm. 
Prikazujejo linearno odvisnost eksperimentalno določenih logkw vrednosti od vrednosti logP 
iz literature. Enačba premice zapisana na grafu pa predstavlja linearno korelacijo vseh 
meritev za posamezno kolono.  Medtem pa drugi trije grafi (slike 18, 19, 20) predstavljajo 
rezultate testiranja posebej za kisle, nevtralne in bazične spojine. 
 
Slika 15: logkw vrednosti za kolono X Bridge BEH Shield RP18 XP. 




















Slika 16: logkw vrednosti za kolono ACQUITY UPLC CSH C18.  
 
Slika 17: logkw vrednosti za kolono ACQUITY UPLC BEH C18. 
 
Slika 18: logkw vrednosti za kisle spojine 








































































Slika 19: logkw vrednosti za nevtralne spojine 
 
Slika 20: logkw vrednosti za bazične spojine 
 
Kot merilo za ujemanje literaturne in eksperimentalno določene vrednosti logP smo mi 
uporabili vrednost R2, ki so razvidne iz grafov. Najboljše rezultate smo dobili s kolono 
ACQUITY UPLC BEH C18, 1,7 µm, 2,1 mm × 100 mm, saj smo z njo dosegli najvišje 
vrednosti R2, hkrati pa smo dobili simetrične vrhove v kromatogramu. Še ena prednost je 
široko pH območje v katerem lahko uporabljamo kolono (pH=1-12). Kljub temu pa smo bili 
zadovoljni tudi s kolono X Bridge BEH Shield RP18 XP, 2,5 µm, 4,6 mm × 75 mm, saj je 
dala simetrične, enojne signale, čeprav se eksperimentalne logP vrednosti slabše ujemajo z 













































literaturnimi. V spodnji preglednici (preglednica Ⅹ) vidimo literaturne in eksperimentalno 
določene vrednosti logP za vsako izmed treh kolon. Eksperimentalni logP smo izračunali s 
pomočjo Collanderjeve enačbe (enačba1) in enačbe premice logkw-logP. V tabeli smo s 
krepko pisavo označili najbolj ujemajoče se rezultate z literaturnimi vrednostmi logP. Iz 
primerjave vidimo, da smo s kolono ACQUITY UPLC BEH C18, 1,7 µm, 2,1 mm × 100 
mm res dobili najbolj podobne vrednosti v primerjavi z literaturo. 
 
Preglednica X: Primerjava literaturnih in eksperimentalnih vrednosti logP 
KOLONA     
X Bridge BEH 
Shield RP18 
XP 
ACQUITY UPLC CSH 
C18  
ACQUITY UPLC 
BEH C18  
SPOJINA logP (lit) logKW (eksp) logP (eksp) logP (eksp) logP (eksp) 
A 52A 0,91 0,46 1,05 0,45 0,80 
B67 1,09 0,63 1,37 1,22 1,27 
P37 1,41 0,88 1,83 1,83 1,71 
T71 1,83 1,17 2,37 2,52 2,21 
M771 1,91 1,13 2,28 2,47 2,07 
B 123 2,59 1,68 3,30 3,73 3,25 
D39 2,61 1,76 3,46 3,77 3,29 
B71 1,47 0,58 1,26 0,90 1,34 
M69 1,68 0,66 1,43 1,20 1,47 
K23 2,03 0,71 1,51 1,50 1,69 
I634 2,23 1,01 2,07 2,38 2,42 
N18 2,37 1,09 2,21 2,31 2,36 
C102 2,68 1,18 2,37 2,60 2,56 
B100 3 1,61 3,17 3,12 2,89 
D26 3,4 1,60 3,15 3,61 3,25 
A221 1,19 0,93 1,92 1,64 1,85 
B35 2,2 0,83 1,73 1,42 1,81 
C128 2,4 1,09 2,21 1,65 2,11 
M15 2,78 1,21 2,43 2,28 2,45 
N39 3,1 1,44 2,87 2,63 2,94 
P30 3,2 1,61 3,18 2,86 3,16 
 
Preden smo začeli testiranje spojin smo bili prepričani, da bomo imeli večje težave in slabše 
rezultate pri bazičnih spojinah, saj je bilo to razvidno iz literature, vendar so glede na zgornje 
rezultate dale boljše rezultate kot kisle spojine. Pri vseh treh kolonah smo z bazami dosegli 
višje vrednosti R2 kot s kislimi spojinami. Razlog se lahko skriva v uporabljenem drugačnem 
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pufru ali v boljših kolonah. Kljub temu pa so imele bazične spojine na kromatogramu repe 
in nizke odzive. Analiza bazičnih spojin je težavna na alkilnih C18 kolonah, zaradi interakcij 
molekul analita s silanolnimi skupinami površine silicijevega dioksida, ki so prisotne na 
stacionarni fazi. Kljub težavam se silicijev dioksid uporablja, ker dobro prenaša visoke tlake, 
je zelo porozen in ima zato veliko površino, kar omogoča večjo vezavo analitom na SF in s 
tem poveča učinkovitost kolone. Če pa upoštevamo kemijsko strukturo površine silicijevega 
dioksida, je zelo hidrofilna, rahlo kisla in strukturno sestavljena iz različnih oblik silanolnih 
skupin (Si-OH skupine), zato ni mogoča vezava po celotni površini. Ravno proste silanolne 
skupine so tiste, ki povzročijo nastanek repov (angl. tailing effect) bazičnih spojin na 
kromatogramu, saj protonirane baze interagirajo z njimi. Te interakcije potem zaostajajo in 
jih vidimo kot rep na zadnji polovici vrha. Proizvajalci so našli rešitev, saj lahko zmanjšajo 
aktivnost Si-OH skupin z vezavo polarnih skupin na SF. Takšne faze imenujemo intrinzično 
deaktivirane faze za bazične spojine (angl. intrinsically base-deactivated phases) (45). 
 
5.1.2 IZOKRATSKA METODA PRI ENEM DELEŽU ORGANSKEGA 
MODIFIKATORJA  
Izokratska metoda pri enem deležu organskega modifikatorja (angl. single run) je hitra, saj 
potrebujemo približno 5 minut na spojino in natančna za vse raziskane spojine. Če jo 
sklopimo z metodo masne spektrometrije je pa metoda še hitrejša, približno 5 minut na 10 
spojin, saj lahko za analizo uporabimo zmes spojin in jih detektiramo naenkrat (17). Spodnja 
preglednica (preglednica Ⅺ) prikazuje izbrane najuspešnejše metode za vsako od treh 
kolon za kisle, bazične in nevtralne vzorce. Glede na najvišjo vrednost R2 smo iz vseh 
rezultatov iz klasične izokratske metode, opisane v prejšnjem poglavju, izbrali kombinacijo 








Preglednica XI: Izbrane najuspešnejše metode 
SPOJINE 
R2 logP za 
kolono NAJUSPEŠNEJŠA METODA 
R2 logP 
za 
metodo tR (min) 
KOLONA 1         
kisle 0,7509 45 % MeOH 55 % TFA 0,1 % 0,7480 15,59 
nevtralne 0,9702 55 % MeOH_45 % VODA 0,9676 9,687 
bazične 0,9915 55 % MeOH  45 % 10 mM NH3  0,9920 6,08 
KOLONA 2         
kisle 0,8191 45 % MeOH_55 % TFA 0,1 % 0,8212 14,777 
nevtralne 0,9684 55 % MeOH 45 % VODA 0,9639 9,437 
bazične 0,9836 50 % MeOH 50 % 10 mM NH3 0,9876 8,007 
KOLONA 3         
kisle 0,6292 70 % MeOH 30 % TFA 0,1 % 0,6976 2,9 
nevtralne 0,9671 50 % MeOH 50 % VODA 0,9754 4,677 
bazične 0,9816 45 % MeOH_55 % 10 mM NH3 0,9791 5,43 
 
 KOLONA 1: X Bridge BEH Shield RP18 XP Column, 2,5 µm, 4,6 mm × 75 mm 
 KOLONA 2: ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 1,7 µm, 2,1 mm × 100 mm 
 KOLONA 3: ACQUITY UPLC CSH C18 Column, 1,7 µm, 2,1 mm × 50 mm 
 
Izokratska metoda pri enem deležu organskega modifikatorja ima prednosti, ker je hitrejša, 
saj delamo samo pri določeni izbrani sestavi MF, hkrati pa ima v povezavi s tem slabost, ker 
je posredna metoda in je le približek uveljavljene metode, pri kateri posnamemo vzorec v 
širokem območju sestave MF. Vendar pa bi bili, če bi lahko dokazali, da je metoda točna in 
ponovljiva, tudi s temi rezultati zadovoljni. 
Prednost navadne izokratske metode je ta, da ni potrebno izrisati umeritvene premice za 
določitev vrednosti logkw. Potrebujemo jo le za umeritveno premico za Colladerjevo enačbo 
za pretvorbo logkw v logP. Pri metodi z enim deležem modifikatorja in pri CHI metodi pa 
potrebujemo dvakratno umerjanje, saj potrebujemo umeritveno premico najprej za logkw in 
potem še za logP. 
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5.2 DOLOČANJE TOPNOSTI 
Topnost smo najprej želeli določiti s kinetično metodo, nato smo poskusili še z metodo 
termodinamske topnosti. Bolj točne rezultate je dala druga metoda, ki pa smo jo preverili še 
z metodo HPLC. 
5.2.1  KINETIČNA TOPNOST 
Uporabljena metoda merjenja kinetične topnosti je generična in nespecifična, zato smo odziv 
dobili ne glede na absorbančne spektre spojin, saj prehod svetlobe prekine nastala oborina. 
Posledično smo lahko določali tudi topnost spojin, ki ne absorbirajo UV. Najprej smo posneli 
samo eno meritev na spojino, nato pa smo test ponovili pri nižjih koncentracijah oziroma 
dokler nismo prišli v območje, kjer so spojine topne. Z dilucijskim testom smo tako dobili 
absolutno vrednost kinetične topnosti. Spodnja preglednica (preglednica Ⅻ) predstavlja 
rezultate merjenja absorbanc pri različnih koncentracijah, podatke o topnosti iz literature 
(47) in naše eksperimentalno določene vrednosti topnosti. Mejo smo postavili pri 
izračunanih vrednostih po enačbi (enačba 8): 
A (DMSO) + 10·SD   (8) 
pri čemer je A (DMSO) povprečna absorbanca slepih vzorcev (topila DMSO) oziroma 
povprečen odziv ozadja, SD pa je standardna deviacija teh vrednosti. Rezultati, ki smo jih v 
preglednici obarvali in so nad izračunano mejo predstavljajo netopne vzorce. 
Obarvani rezultati v spodnji preglednici razkrijejo težave, ki smo jih imeli pri delu, saj ne 
podajo enotne toposti za spojine. Težave smo imeli pri meritvi, saj žarek v aparaturi meri le 
v sredini vdolbinice na plošči. Tako se je nastala oborina, če je nastal majhen delec, lahko 
skrila na rob in posledično je nismo zaznali. To smo poskusili rešiti z nastavitvijo »area 
scan«, ki meri odziv po površini celotne vdolbinice na plošči. Žal pa smo imeli težave zaradi 
meniskusa in nismo zmogli ob robovih izmeriti absorbance. Ker se je metoda v našem 
primeru izkazala za neuporabno, smo se rajši posvetili še termodinamski metodi. V 
nasprotnem primeru bi lahko mejo bolj sistematično določili, kar je pa težko saj, se vsaka 
spojina drugače obarja. Nekatere so tvorile trdo oborino in vidne večje delce, druge so le 
postale motne, zato je potrebno spojine dobro vizualno spremljati, pripraviti duplikate in čim 




Preglednica XII: Izmerjene in literaturne topnosti spojin pri kinetični metodi 
  
5.2.2 TERMODINAMSKA TOPNOST  
Preglednica XIII: Ponovljivost dveh enakih metod na aparaturi BioTek Synergy™ HT Multi-
Mode Microplate Reader 
SPOJINA 
Eksperimentalna 
topnost 1 (mM) 
Eksperimentalna 







F/71 2091,8 917,3 912,0 55,2 
N/16 800,4 16086,2 4094,1 128,0 
50/A 573,6 993,7 450,7 37,9 
T/26 137,6 85,9 30,3 32,7 
N/5b 8,9 40,6 8,7 90,5 
N/3a 3,8 2,2 1,3 39,0 
A/28 3,1 5,1 0,7 35,0 










K11 0,282 0,256 0,112 0,035 0,036 0,035 0,038 0,035 2,87 1,5 
B4 0,250 0,237 0,135 0,062 0,068 0,055 0,038 0,034 2 1,5 
M15 0,175 0,236 0,054 0,035 0,034 0,034 0,038 0,035 1,74 2 
D166 0,264 0,199 0,186 0,037 0,034 0,059 0,039 0,036 0,6 1,5 
D222 1,136 0,878 0,785 0,326 0,312 0,230 0,074 0,104 0,4   
C20 0,033 0,034 0,035 0,034 0,034 0,033 0,038 0,034 0,51 4 
D26 0,192 0,129 0,184 0,209 0,126 0,366 0,241 0,107 0,31   
H36 0,399 0,498 0,177 0,035 0,035 0,034 0,034 0,034 0,53 1,5 
A28 0,047 0,072 0,078 0,049 0,043 0,209 0,145 0,068 0,75   
N3A 0,467 0,238 0,216 0,145 0,106 0,047 0,034 0,034 1,32 1 
C261 0,383 0,646 0,486 0,375 0,139 0,108 0,034 0,036 1,78 0,5 
B35 0,330 0,169 0,034 0,035 0,034 0,034 0,037 0,035 8,91 2 
F13 0,155 0,042 0,035 0,035 0,034 0,034 0,035 0,034 5,01 3 
F524 0,112 0,118 0,077 0,044 0,035 0,034 0,035 0,034 8,56 1 
P28 0,087 0,041 0,038 0,035 0,039 0,087 0,149 0,034 1,49   
M69 0,034 0,034 0,034 0,034 0,034 0,034 0,034 0,034 8,11 4 
N5B 0,394 0,167 0,084 0,046 0,035 0,035 0,035 0,034 8,69 1 
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Ponovljivost rezultatov termodinamske topnosti na aparaturi BioTek Synergy™ HT Multi-
Mode Microplate Reader smo določili za 8 spojin, kar lahko vidimo v zgornji preglednici 
(Preglednica XIIⅠ). Iz podatkov smo razbrali, da je metoda slabo ponovljiva, še posebno 
pri višjih vrednostih. Pri nizkih vrednostih topnosti, so rezultati sicer bolj podobni med seboj, 
kar je za nas ustrezno, saj nas zanimajo spojine, ki imajo nizko topnost.  
Ključni rezultat magistrskega dela so vsi obdelani rezultati termodinamske topnosti v 
mešanici topil 10% PBS, 89% MeOH in 1% DMSO za vseh 219 spojin iz knjižnice, zato 
smo v prilogo dodali tabelo s strukturami. Spojine so razvrščene od manj topnih proti bolj 
topnim. 
 
5.2.3 TERMODINAMSKA TOPNOST - HPLC METODA 
Z metodo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti smo preverili ustreznost metode 
termodinamske topnosti. 13 spojinam smo izmerili absorbanco pri različnih valovnih 
dolžinah in prikazali dobljene površine pod kromatografskim vrhom AUC (angl. area under 
the curve) v preglednici spodaj (preglednica XIV). V naslednji preglednici (preglednica 
XV) pa so prikazani posamezni parametri premice y = k · x + n, ter izračunana topnost. 
Želeli smo, da bi bil R2 čim bližje vrednosti 1, oziroma vsaj nad 0,999, kar nismo dosegli pri 
nobenem vzorcu. Na grafu (slika 21) so prikazane vrednosti AUC dobljene s HPLC metodo 
v odvisnosti od koncentracije vzorcev. Izbrali smo tiste točke, ki smo jih uporabili pri 






























K/11 210 nm 32,753 52,357 67,357 102,659 120,068 186,81 39,609_10x 
B/4 254 nm 23,81 50,379 61,230 70,947 109,651 114,58 55,032_2x 
M/15 210 nm 57,133 111,419 134,327 181,05 238,354 284,996 241,035_10x 
D/166 210 nm 24,279 69,448 89,756 126,89 163,898 165,632 137,158_10x 
D/222 220 nm 15,770 31,549 47,560 60,527 102,168 132,309 53,341_10x 
C/20 254 nm 0,0079 40,054 53,056 72,963 112,707 75,885 157,157_10x 
B/184 220 nm 11,012 37,745 54,406 54,011 95,7438 150,846 259,097_2x 
N/3A 210 nm 74,549 139,762 201,704 256,19 439,131 439,982 170,397_2x 
50/A 210 nm 16,297 21,096 27,19 30,207 41,575 49,9364 153,169_50x 
N/5B 220 nm 14,214 27,493 37,91 53,781 86,11 142,089 163,338_2x 
N/16 210 nm 20,643 33,706 42,183 / 80,291 97,207 135,527_1000x 
F/71 210 nm 11,1385 21,005 30,234 41,804 66,04 83,076 39,336_1000x 
T/26 210 nm 10,672 18,024 25,394 75,620 56,60 69,603 47,495_20x 
 
 





























Preglednica XV: Posamezni parametri pri izračunu topnosti 







R2  ( koeficient 
determinacije) 
topnost (mM) 
K/11 7,150 92,459 0,9859 3,511 
B/4 0,908 90,369 0,9830 1,198 
M/15 56,205 117,389 0,9924 15,745 
D/166 24,404 95,238 0,9862 11,839 
D/222 -1,729 67,270 0,9959 8,186 
C/20 -0,496 75,067 0,9979 21,002 
B/184 -45,053 96,835 0,9937 6,282 
N/3A 2,528 281,677 0,9976 1,192 
50/A 13,490 18,260 0,9888 382,481 
N/5B -5,479 60,699 0,9974 5,562 
N/16 11,055 44,193 0,9962 2816,563 
F/71 0,797 41,221 0,9989 934,928 
T/26 2,283 32,579 0,9958 27,755 
 
Koeficient determinacije grafa (slika 22), ki prikazuje primerjavo rezultatov dobljenih s 
termodinamsko topnostjo in s HPLC metodo je 0,7597. Želeli pa smo, da bi bila vrednost 
čim bližje 1, saj bi bila takrat topnost izmerjena s termodinamsko metodo in s HPLC enaka. 
V našem primeru daje HPLC nižje vrednosti. 
Slika 22: Preverjanje ustreznosti termodinamske topnosti s HPLC metodo 


















Metoda z merjenjem absorbance na mikrotitrski plošči
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Spodnja preglednica (preglednica XVⅠ) prikazuje rezultate dobljene z dvema različnima 
metodama za petnajst testiranih spojin, ter literaturne podatke o topnosti (47), kar je 
prikazano tudi na spodnjem grafu (slika 23). Meritve z aparaturo BioTek Synergy™ HT 
Multi-Mode Microplate Reader smo opravili pri valovni dolžini 254 nm, pri meritvah s 
HPLC metodo pa so le-te drugačne. Za različne testirane spojine smo uporabili različne 
valovne dolžine, odvisno od tega, pri kateri valovni dolžini je spojina imela svoj absorpcijski 
maksimum. Vidimo, da je HPLC metoda dala bolj primerljive rezultate z literaturnimi 
podatki, kljub temu pa tudi tej rezultati močno odstopajo od literaturnih podatkov. 
Zaradi drugačnih eksperimentalnih pogojev, na primer zaradi uporabljenih različnih pufrov, 
rezultati niso nujno najbolj primerljivi z literaturo, čeprav smo uporabili enake pogoje in 
smo zaradi tega želeli dobiti enak rezultat tako s HPLC metodo kot z metodo na mikrotitrskih 
ploščah. Za primerjavo, v literaturi (33,34,48) so tako kot mi uporabili DMSO kot topilo za 
vzorce. V članku (33) so uporabili 50 mM fosfatni pufer s pH 6,5, v drugih dveh člankih (34, 
48) pa 50 mM fosfatni pufer s pH 7,4.  
Preglednica XVI: Primerjava rezultatov dobljenih iz dveh različnih metod 
APARATURA BIOTEK- valovna 
dolžina: 254 nm 
HPLC-valovna dolžina 
odvisna od spojine 
Literaturni podatek  
SPOJINA eksperimentalna 
topnost 
eksperimentalna topnost topnost (47) 
K/11 4,5 3,5 2,87 
B/4 1,1 1,2 2 
M/15 12,2 15,7 1,74 
D/166 11,3 11,8 0,6 
D/134 0,1 / 0,11 
D/222 9,7 8,2 0,4 
C/20 17,2 21,0 0,51 
B/184 2,6 6,3 11,8 
N/3A 3,8 1,2 1,3 
A/28 3,1 0,0 0,7 
50/A 573,6 382,5 450,7 
N/5B 8,9 5,6 8,7 
N/16 800,4 2816,6 4094,1 
T/26 137,6 27,8 30,3 





Slika 23: Prikaz dobljenih eksperimentalnih topnosti v primerjavi z literaturnimi podatki 
 
5.2.4 STROŠKI METOD DOLOČANJA TERMODINAMSKE TOPNOSTI 
5.2.4.1 Stroški za testiranje termodinamske topnosti na aparaturi BioTek Synergy™ HT 
Multi-Mode Microplate Reader 
 
Pri delu smo uporabili 3 plošče Multiscreen membrane plate HTS 96 wells pores 0,45 µm 
Millipore Durapore HV (PVDF hydrophile), kar nas je stalo 87 EUR. 
Pri centrifugiranju smo pod filter ploščami uporabili 3 navadne plošče Brand microplate 
brandplates, kar je zneslo 3 EUR. 
Za merjenje absorbanc pri valovni dolžini 220 nm in 254 nm, smo uporabili 15 plošč  
Corning® 96-well Clear Flat Bottom UV-Transparent Microplate 3635, ki stanejo 18 EUR. 
Mi smo porabili 15 plošč, ker smo vsako ploščo oprali, posušili in uporabili še enkrat.  
 
IZRAČUN PORABE ZA 200 in 1000 SPOJIN: 
Skupni stroški za 200 spojin, če porabimo 15 plošč znašajo 362 EUR,  če porabimo 30 plošč 






























5.2.4.2 Stroški za testiranje termodinamske topnosti na aparaturi Thermo Scientific 
Dionex Ultimate 3000 UHPLC  
 
Meritve na aparaturi za HPLC metodo smo izvajali v zaprtih majhnih vialah. Tisoč takšnih 
vial stane 200,93 EUR, kar pomeni, da ena viala stane 0,201 EUR. Mi smo porabili 91vial, 
kar nas je stalo 18,2 EUR. 
Vsak vzorec smo pred prenosom v vialo filtrirali z ustreznim filtrom. Mi smo porabili 91 
filtrov, kar nas je stalo 70,98 EUR. 
 
IZRAČUN PORABE ZA 200 in 1000 SPOJIN: 
Skupni stroški za testiranje ene spojine pri treh različnih koncentracijah (standardi) in 
njenega nasičenega vzorca so 3,92 EUR. Če imamo 200 vzorcev to znese 784 EUR in 3920 
EUR če imamo 1000 vzorcev. 
Za lažjo primerjavo stroškov obeh metod, pri HPLC metodi predpostavimo, da tudi nasičene 
vzorce redčimo 3-krat. To pomeni, da so stroški večji in sicer 5,88 EUR na eno spojino. To 
znese 1176 EUR za 200 spojin in 5880 EUR za 1000 spojin. 
 
Spodnja preglednica (preglednica XVⅡ) prikazuje primerjavo stroškov obeh metod. Iz 
vrednosti lahko vidimo, da je metoda določanja absorbance na mikrotitrskih ploščah veliko 
cenejša od HPLC metode. 
Preglednica XVII: Primerjava stroškov 
METODA 
STROŠKI ZA 1 
SPOJINO (eur) 
STROŠKI ZA 200 
SPOJIN (eur) 
STROŠKI ZA 1000 
SPOJIN (eur) 
Mikrotitrske plošče_ BioTek 
Synergy™ HT Multi-Mode 
Microplate Reader 
2,95 634 2945 
HPLC metoda 5,88 1176 5580 
 
Katera metoda je boljša in se v literaturi najpogosteje uporablja je težko določiti. V literaturi 
(47), kjer so uporabili obe metodi, navajajo odlično korelacijo med rezultati obeh metod. 
Mikrotitrska metoda je sicer cenejša, hkrati pa navajajo njene prednosti kot so hitrost, 
občutljivost in linearnost  ter primernost za hitro določanje topnosti v vodi, zlasti za hitro 
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preverjanje in razvrščanje spojin v zgodnjih raziskavah in razvoju učinkovin, ko je hitrost 
metode zelo pomembna. Po drugi strani pa HPLC metoda omogoča, da zaznamo nečistote 






V sklopu magistrske naloge smo pripravili kemijsko knjižnico fragmentov s pomočjo 
virtualnega filtriranja z računalniškim programom KNIME. Pri rešetanju spojin na 
makromolekulskih tarčah imamo pogosto lahko problem lažno pozitivnih zadetkov, ki 
otežujejo delo raziskovalcev. To lahko delno omejimo z dobro pripravo knjižnice, zato smo 
razvili in optimizirali visoko zmogljive metode za določanje porazdelitvenega koeficienta in 
topnosti. Želeli smo, da bi bili razviti metodi enostavni, hitri, robustni in cenovno ugodni. 
Najprej smo določali porazdelitveni koeficient s tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti z izokratsko metodo, ki se je izkazala za uspešno, ampak ni tako zelo visoko 
zmogljiva, kot bi si želeli. Metoda sicer ni zelo zahtevna za izvedbo, je pa dolgotrajna. Zato 
bi za prihodnje delo predlagali razvoj gradientne metode, ki je veliko hitrejša in varčnejša, 
saj porabimo manj topil. 
Ustrezne rezultate analiziranih spojin smo dosegli s kolono ACQUITY UPLC BEH C18, 1,7 
µm, 2,1 mm x 100 mm. Za mobilno fazo smo uporabili mešanico različnih polarnih topil 
(0,1% TFA za kisle spojine, 10 mM amonijak za bazične, ter bidestilirano vodo za nevtralne 
spojine) z različnimi deleži lipofilnih topil (metanolom). 
Nato smo določali topnost s kinetično in termodinamsko metodo, ter slednjo preverili s 
HPLC metodo. Kinetična metoda se ni izkazala za ustrezno, čeprav je časovno najhitrejša 
metoda in enostavna za uporabo, nam žal ni dala pričakovanih rezultatov, zato smo se 
osredotočili na termodinamsko metodo. Termodinamska metoda je sicer dala nekaj 
ustreznejših rezultatov, čeprav so imeli le-ti za nekatere spojine slabo ponovljivost in slabo 
korelacijo z rezultati iz HPLC metode. Je zahtevnejša in potrebne so daljše priprave vzorcev, 
kot pri kinetični metodi. Za namen testiranja knjižnice je kljub temu ustrezna. Določili smo 
absorbanco s termodinamsko metodo približno 200 spojinam. Tekočinsko kromatografijo 
visoke zmogljivosti smo izvedli s kolono ACQUITY UPLC CSH C18 1,7 µm, 2,1 x 50 mm. 
Ta metoda za določanje topnosti je zapletena in dolgotrajna, ter stroškovno neučinkovita, 
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Tabela prikazuje eksperimentalno določene topnosti za posamezne spojine, ki smo jih 
določali v mešanici topil z naslednjo sestavo: 10% PBS, 89% MeOH in 1% DMSO. 
 
SPOJINA 
 
OZNAKA 
EKSP 
TOPNOST 
(mM) 
 
I/2 0,08 
 
X/1 0,37 
 
C/261 0,38 
 
D/26 0,81 
 
F/50 0,91 
 
A/166 0,99 
 
D/134 1,05 
 
A/109 1,09 
 
B/105 1,41 
 
B/145 1,42 
 
C/133 1,44 
 
M/90 1,66 
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M/731 1,68 
 
C/156 1,73 
 
A/233 1,76 
 
P/35 2,52 
 
B/184 2,63 
 
M/80 2,65 
 
D/145 2,82 
 
A/28 3,07 
 
C/112 3,35 
 
N/3a 3,80 
 
B/154 4,19 
 
N/40 5,09 
 
P/28 5,51 
 
B/345 5,69 
 
B/4 6,08 
 
M/135 6,87 
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M/130 6,97 
 
M/188 8,14 
 
F/13 8,30 
 
N/5b 8,90 
 
B/320 10,84 
 
Q/77 11,07 
 
T/34 11,83 
 
15/P 12,07 
 
F/17 13,15 
 
T/1080 13,62 
 
D/186 13,85 
 
10/F 14,70 
 
C/77 15,28 
 
N/91 16,98 
 
A/33 17,54 
 
A/68a 19,22 
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C/110 19,49 
 
I/10 20,12 
 
A/79 20,25 
 
D/212 20,50 
 
T/86 20,71 
 
T/113 21,28 
 
C/94 21,71 
 
T/13 21,94 
 
A/214 22,42 
 
H/84 22,75 
 
M/69 22,94 
 
O/49 24,19 
 
M/8 24,69 
 
F/524 24,69 
 
T/1109 25,09 
 
M/15 25,77 
64 
 
 
M/794 26,73 
 
B/103 28,10 
 
I/639 28,41 
 
D/166 29,69 
 
M/118 34,51 
 
T/1055 34,63 
 
A/251 37,55 
 
M/78 37,91 
 
P/26 38,17 
 
E/34 39,37 
 
C/48 42,62 
 
I/50 44,61 
 
K/11 45,53 
 
C/17 45,76 
 
D/222 47,04 
 
P/133 47,68 
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F/72 49,73 
 
B/135 51,58 
 
E/47 55,33 
 
B/35 57,20 
 
K/19 59,24 
 
C/53 59,28 
 
C/148 60,96 
 
A/81 64,45 
 
I/18 65,81 
 
M/65 69,65 
 
M/65 69,65 
 
H/18 71,23 
 
E/19a 71,46 
 
T/104 71,58 
 
D/367 79,40 
 
C/29 80,20 
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P/57 82,20 
 
SM/11 82,35 
 
C/20 82,96 
 
H/36 83,29 
 
P/116 88,80 
 
O/25 88,80 
 
K/18 91,52 
 
I/28 111,17 
 
A/213 111,65 
 
28/A 113,09 
 
A/255 119,46 
 
B/40 124,82 
 
A/150 
126,67 
 
 
A/182 127,05 
 
C/81 131,21 
 
A/230 131,91 
67 
 
 
A/30 133,13 
 
I/16a 134,25 
 
T/90b 136,14 
 
T/26 137,55 
 
C/154 141,49 
 
P/41 143,75 
 
A/26 149,25 
 
A/132 155,33 
 
A/240 160,22 
 
H/118 168,14 
 
A/125 172,41 
 
A/225 173,27 
 
M/61 173,82 
 
A/58 173,94 
 
A/96 176,73 
 
P/42 186,00 
68 
 
 
F/85 191,24 
 
A/3h 191,67 
 
B/93 193,37 
 
D/79a 203,59 
 
M/141 204,37 
 
A/40 208,09 
 
T/60 211,75 
 
A/145 220,78 
 
F/44 221,91 
 
I/37 230,90 
 
D/363 245,99 
 
A/190 258,92 
 
D/18 267,50 
 
B/16 
1494,83 
 
 
B/18 
18900 
 
 
M/727 99875,00 
69 
 
 
C/138 99875,00 
 
A/252 99875,00 
 
P/83 99875,00 
 
P/56 99875,00 
 
C/83 99875,00 
 
F/533 99875,00 
 
E/65 99875,00 
 
47/A 99875,00 
 
E/45 99875,00 
 
F/27 99875,00 
 
C/3 99875,00 
 
D/120 99875,00 
 
K/8 99875,00 
 
A/15 99875,00 
 
F/1 99875,00 
 
E/63 99875,00 
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M/785 99875,00 
 
A/253 99875,00 
 
A/78 99875,00 
 
A/89 99875,00 
 
H/119 99875,00 
 
O/9 99875,00 
 
T/132 99875,00 
 
F/535 99875,00 
 
P/78 99875,00 
 
D/197 99875,00 
 
50/A 99875,00 
 
E/126 99875,00 
 
P/939 99875,00 
 
E/97 99875,00 
 
T/105 99875,00 
 
F/8 99875,00 
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A/84 99875,00 
 
N/16 99875,00 
 
A/156 99875,00 
 
T/166 99875,00 
 
D/144 99875,00 
 
P/101 99875,00 
 
P/31 99875,00 
 
P/31 99875,00 
 
T/54 99875,00 
 
SM/7 99875,00 
 
M/774 99875,00 
 
A/8 99875,00 
 
M/112 99875,00 
 
M/99 99875,00 
 
M/709 99875,00 
 
F/40 99875,00 
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T/79 99875,00 
 
P/71 99875,00 
 
A/261 99875,00 
 
F/71 99875,00 
 
A/133 99875,00 
 
D/65 99875,00 
 
A/176 99875,00 
 
21/B 99875,00 
 
P/4 99875,00 
 
C/160 99875,00 
 
P/49 99875,00 
 
C/15a 99875,00 
 
A/163 
Dobro 
topna 
spojina 
 
A/45 
Dobro 
topna 
spojina 
 
E/40 
Dobro 
topna 
spojina 
 
E/69 
Dobro 
topna 
spojina 
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E/71 
Dobro 
topna 
spojina 
 
M/39 
Dobro 
topna 
spojina 
 
M/50 
Dobro 
topna 
spojina 
 
M/717 
Dobro 
topna 
spojina 
 
T/112 
Dobro 
topna 
spojina 
 
B/185 
Dobro 
topna 
spojina 
 
M/17 
Dobro 
topna 
spojina 
 
 
